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 主 論 文 要 旨 
主論文題目： 
血管内皮細胞および赤血球に対する光増感反応作用の 
生体外実験系および光モニタリング技術 
 
（内容の要旨）	  
	 本研究の目的は、光感受性薬剤投与後早期における健常組織に対する光増感反応の治療応用にお
いて、治療における反応効率と血液系に生じる副作用に関わる血管内皮細胞と赤血球の酸化障害を
主に in vitroで検討することにある。著者は、光増感反応による血管内皮細胞障害の相互作用を生体
内において殺細胞効果に関わる周囲環境に注目して in vitroで調査し、in vivoにおける障害性と比較
した。光増感反応中に赤血球膜破裂により遊離したヘモグロビンは酸化作用を受けると予想し、励
起光照射中の赤血球やヘモグロビンの酸化進行を、反応効率を支配する溶存酸素量に関係する情報
と併せて経時的に測定する新たな光学的計測法 (in vitro) を提案した。 
	 生体において血管内皮細胞が接している血液と間質液を想定した 2 種のアルブミン濃度における
血管内皮細胞障害の放射照射量依存性を、細胞外光増感反応による殺細胞効果が支配的な in vitro実
験系を用いて死細胞率計測により調査した。光増感反応条件はタラポルフィンナトリウム 20 µg/mL、
放射照射量 0-40 J/cm2を用いた。タラポルフィンナトリウム投与 30 min後において、ビーグル犬の
頸静脈内皮細胞に励起光を 9、35 J/cm2照射し、von Willebrand Factor染色標本の血管内皮細胞と血小
板の状態より急性期における血管内皮細胞障害を調査した。in vivo における血管内皮細胞の障害性
は、in vitro実験における血液中と間質液中相当のアルブミン濃度における障害性の間であった。薬
剤投与後早期の励起光照射による健常血管内皮細胞の in vivoでの障害性は、細胞外光増感反応が支
配的な殺細胞効果をもつ in vitro実験系を用いて 2種のアルブミン濃度での障害性を検討することが
有効であることが分かった。 
著者は、酸化および酸素脱着により可視波長領域において各々特徴的な吸収スペクトルを有するヘ
モグロビン分光に着目し、光増感反応による赤血球破裂およびヘモグロビンの酸化進行を酸素情報
と併せて経時的に測定可能な計測法を提案した。波長 663 nmの励起レーザ光と波長 475-650 nmの
吸収スペクトル測定光の光軸を血液試料上で直交するよう配置し、励起光照射中に可視透過スペク
トルを連続測定した。得られた吸収スペクトルに対し重回帰分析を用いて各種ヘモグロビン濃度を
算出したところ、照射時間に伴い、反応による酸素消費と考えられる酸素化ヘモグロビン濃度の減
少および脱酸素化ヘモグロビン濃度の増加、酸化進行と考えられるメトヘモグロビン濃度の増加を
得た。血液試料溶液のヘマトクリット増加は、溶液中の溶存酸素量の増加を示していた。この結果
は光増感反応を用いた in vitro実験において懸念されている、励起光照射中の溶液内酸素不足に対し
 て、溶液への赤血球添加により溶存酸素量を化学的に増やせることを示唆した。提案計測法で取得
した酸素飽和度と酸素電極法により取得した酸素分圧変化を比較したところ、反応効率に関わる低
酸素分圧領域において両者は高い相関を示した。メトヘモグロビン濃度と溶血度の関係は、破裂し
た赤血球内のヘモグロビンのほぼ全量が酸化作用を受けメトヘモグロビンに変化していることを示
した。これらの結果より、著者の発案した計測法は、光増感反応中の溶液内の赤血球破裂およびヘ
モグロビンの酸化進行を酸素情報とともに測定できることが分かった。 
	 以上より、本研究で用いた in vitro基礎実験法は、薬剤投与後早期の健常組織に対する細胞外光増
感反応を用いた治療において、生体環境における血管および血液まわりの障害性を検討できる基礎
実験法となり得る。 
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Abstract 
	 The author studied oxidative damages of vascular endothelium and red blood cells by a 
photosensitization reaction in vitro to investigate the reaction efficacy and side effect against these 
cells using the condition with novel photosensitizer, talaporfin sodium, almost distributed outside cells.  
An acute lethality of the vascular endothelium cell by the reaction was investigated in vitro arranging 
albumin concentrations match to the vascular endothelium cell surroundings. To investigate the red 
blood cell membrane damage during the reaction continuously, the author proposed a sophisticated 
optical system to measure blood sample visible absorption spectra.  
We used two different albumin concentrations in the acute damage experiment with the vascular 
endothelium cells in vitro to match those in blood and interstitial of the vascular wall. Other conditions 
in this experiment altered within proposed photodynamic therapy conditions with a short drug-light-
interval. While, canine cervical veins were irradiated 30 min after talaporfin sodium intravenous 
injection with 9 and 35 J/cm2 in vivo. The damages of  endothelium cells in these veins were 
evaluated with the endothelium cell figure and platelet aggregation by the specimen observation 
extracted 30 min after the reaction. The obtained damages in vivo were exicted between the damages 
of two kinds of albumin in vitro. The author found usefulness of the proposed in vitro system using 
two different albumin concentrations to estimate the in vivo damage of the vascular endothelium cells 
in the healthy tissue by the reaction with the short drug-light-interval. 
To investigate the red blood cell damage by the photosensitization reaction for the safety assessment 
of the above mentioned particular photodynamic therapy, the author designed an optical monitoring 
system to measure hemoglobin oxidation and oxygen desorption dynamics by absorption spectrum 
measurement during the reaction. A 663 nm wavelength laser beam to excite the reaction and a 475-
600 nm wavelength light beam to measure visible absorption spectrum were arranged perpendicularly 
crossing in a blood optical sample. Oxygenated-, deoxygenated-, and met- hemoglobin quantities were 
calculated by multiple regression analysis against the measured spectrum. The met-hemoglobin 
 concentration increased and oxygen saturation decreased with irradiation time, which seems to 
indicate the hemolysis progression and oxygen consumption by the reaction, respectively. Increasing 
hematocrit of the blood sample indicated pro-long of the reaction term until an oxygen depletion. The 
author thought that this result suggested the possibility of improving in vitro study for the 
photosensitization reaction, in which the oxygen shortage tends to occur. Oxygen pressure changes in 
the medium obtained by our proposing optical system showed good agreement to conventional oxygen 
electrode measurement especially in the low oxygen environment. The relationship between the met-
hemoglobin concentration and hemolysis degree indicated that almost all hemoglobin in the raptured 
red blood cell immediately got oxidative reaction and changed to met-hemoglobin. From these results, 
proposing optical monitoring system could obtain the hemolysis progression with dissolved oxygen 
information during the irradiation simultaneously with time. 
 The author thinks the proposing in vitro systems for vascular endothelium cell and red blood cells 
seems to be useful method/system to estimate the damage around the blood vessel and blood in clinical 
situation of the photodynamic therapy with short drug-light-interval. 
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第 1章	 序論 
 
 
1.1	 緒言 
	 本研究の目的は光感受性薬剤投与後早期 (15-60 min, 2.3.4節参照) における健常組織に対
する光増感反応の治療応用において、治療における反応効率と血液系に生じる副作用に関
わる血管内皮細胞と赤血球の酸化障害を主に in vitroで検討することにある。 
	 光増感反応による酸化力を利用した光線力学的治療は、種々の腫瘍組織に対する選択的
で低侵襲な治療法として知られており、近年では腫瘍組織以外の疾病への応用が検討され
ている [1-5]。光線力学的治療では、光感受性薬剤を静脈投与し患部へ励起光照射を行うこ
とで、励起薬剤のエネルギーが組織内の酸素へ移乗して一重項酸素を産生し、その酸化作用
により腫瘍組織の壊死を得る [1]。薬剤が存在する血管および血液に励起光が当たるため、
血流量低下に関わる血管内皮細胞障害や酸素供給不足に関わる赤血球障害が生じる可能性
がある。光増感反応速度は酸素濃度に依存するため、組織の酸素不足は不完全な治療につな
がる。また周囲にある重要血管の障害や過度な赤血球障害は副作用につながる。腫瘍組織に
対する光線力学的治療では血管や血液の障害に関して基礎から臨床に至る多くの研究報告
があるが、腫瘍組織以外を対象とした治療では薬剤接触時間、血管内皮細胞の成熟度、血流
速など光増感反応に関する環境が大きく異なるため、治療開発にはさらなる相互作用の検
討が必要である。著者は、光線力学的治療において治療効果と副作用に関わる血管内皮細胞
や赤血球の障害に関して生体環境をふまえた検討を行う。具体的には、光増感反応による血
管内皮細胞障害の光照射条件や反応効果に影響を及ぼす周囲環境要素への依存性を in vitro
にて調査し、in vivo実験における障害性と比較検討する。光増感反応による赤血球膜の破裂
を赤血球内部に含まれるヘモグロビンの酸化に注目し、in vitro 基礎実験における新たな計
測法を提案し、励起光照射中の赤血球やヘモグロビンの酸化進行に関して反応効率を支配
する溶存酸素量に関係する情報と併せて経時的に明らかにする。 
 
1.2	 本研究の目的と背景 
光増感反応とは光により励起された光感受性薬剤が周囲に存在する酸素にエネルギーを
移乗する結果、酸化力の強い一重項酸素を産生する光化学反応である [1, 2] 。この一重項
酸素の酸化力を生体組織に対して作用させると殺細胞効果が得られ、これを利用した治療
法を光線力学的治療と呼ぶ [1]。光線力学的治療は早期肺癌、表在性食道癌、表在性早期胃
癌、子宮頸部初期癌および異形成に対する低侵襲な治療法として日本で 1994年に認可を受
けて以来、2004年に加齢黄斑症、2013年に原発性悪性脳腫瘍、2015年に化学放射線療法又
は放射線療法後の局所遺残再発食道癌が認可され、現在は感染症や心房細動など腫瘍組織
以外の疾病への応用が検討されている [2-6]。癌に対する光線力学的治療では腫瘍組織が健
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常組織に比べて光感受性薬剤の排泄性が低いことを利用し、薬剤の静脈投与から患部への
励起光照射までの時間を適切に設定することで腫瘍組織と健常組織における薬剤濃度のコ
ントラストを作り、選択的な治療を実現している。治療の励起光照射時に生体内に存在して
いる光感受性薬剤のほとんどは腫瘍細胞内に取り込まれており、ミトコンドリアやライソ
ソームなどの細胞内小器官が障害されることにより遅発性のアポトーシスが誘導される 
[1]。一方、腫瘍組織以外を対象とする感染症や不整脈に対する治療法では、薬剤濃度のコン
トラストが生じないため薬剤投与後コントラスト生成までの時間を待つ必要がない。その
ため薬剤が高濃度で細胞の周辺や膜に存在する薬剤投与後早期に励起光照射を行い、細胞
膜障害によるネクローシスを誘導する [1, 4, 5]。腫瘍組織に対する光線力学的治療において
は基礎検討から臨床研究に至る多くの研究があるが、腫瘍組織以外を対象とする治療法の
開発には相互作用のさらなる基礎検討が必要である [1, 7]。 
光感受性薬剤は一般に静脈投与され血流によって対象組織に送達されるため、患部への励
起光照射時には血液中や血管内皮細胞に薬剤が存在する [8]。薬剤が存在する血管に励起光
が当たると、血管内皮細胞や赤血球膜が障害される可能性がある。血管の内側を覆う血管内
皮細胞は、血液中にある成分が血管壁内部へ侵入するのを防ぐバリア機能としての役割や
種々の生理活性物質を産生して血流、血圧、血小板活性の調整など多岐にわたって体の恒常
性を維持する役割を担う [9]。血管内皮細胞が障害を受けると、バリア機能が崩壊し浮腫が
発生することや、抗血栓作用が喪失し血小板凝集が起こることで血流低下や血管閉塞を起
こす恐れがある。光増感反応に必要な酸素は血流により供給されるため、血流低下や血管閉
塞は光増感反応効率を低下させ十分な反応速度が得られない可能性がある。すなわち治療
においては不十分な治療効果につながる可能性が考えられる。また周囲に重要血管が存在
する場合はその保存性を担保する必要がある。癌に対する光線力学的治療では、治療領域内
において血管閉塞が生じることが報告されている [1, 10-13]。腫瘍組織においては、治療後
における血管閉塞は腫瘍組織の壊死効果の一因と考えられている。しかし、治療の励起光照
射中における血管閉塞は不完全な治療につながる [13]。腫瘍組織以外を対象とする光線力
学的治療では、短い薬剤接触時間で細胞障害を起こしており、対象組織における血管内皮細
胞の成熟度や血流速などが腫瘍組織と異なるため、血管内皮細胞の障害性を新たに検討す
る必要がある [1, 8, 11, 14]。薬剤投与後早期の時点では、血管内皮細胞周囲の光感受性薬剤
は細胞内に存在するよりもアルブミン濃度がそれぞれ異なる血液中もしくは血管壁に主に
存在していると考えられる。タラポルフィンナトリウムはヒト血清蛋白質であるアルブミ
ンと高い結合親和性をもち、アルブミン濃度が上昇すると遊離薬剤割合が減少し光増感反
応による殺細胞効果が減弱することが報告されている [15]。これは光増感反応により産出
される一重項酸素が組織に対してではなく、結合しているアルブミンへの酸化に消費され
るためである。著者は、光増感反応による血管内皮細胞の障害を、薬剤接触時間とアルブミ
ン濃度に注目し in vitro実験にて調査した。併せて、タラポルフィンナトリウム投与後早期
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に励起光照射を行った際の in vivoにおける急性期 (30 min) の障害性を、血管内皮細胞の有
無と血小板凝集に着目し von Willebrand Factor染色の標本観察により調査し、in vitro結果と
比較した。 
光増感反応に必要な酸素の運搬担体であるヘモグロビンを内包する赤血球の膜に光増感
反応による酸化作用が及ぶと、赤血球膜が破れヘモグロビンが血液中に遊離し溶血が発生
する。赤血球内部から遊離したヘモグロビンは光増感反応による酸化作用を受け、酸素運搬
能がないメトヘモグロビンに変性すると考えられる。酸素運搬担体である酸素化ヘモグロ
ビン数が減少すると励起光照射体積内における酸素量が減少し、光線力学的治療中におけ
る血流量低下や血管閉塞と同じく不十分な治療効果につながる可能性が考えられる。また、
過度な溶血が生じた場合は急性腎不全や貧血の原因になる [16]。生体環境では血流や処理
機構などが関わり相互作用の検討が困難であることから、溶血の安全性評価は in vitro実験
が標準法として定められている。標準法では、容器内の血液試料に対して作用を起こし作用
後の血液試料に対して、上澄み液の吸光度もしくは自動血球計数装置による血球数の測定
により溶血発生度を算出する [6, 17]。光線力学的治療における溶血安全性は、この in vitro
実験の結果を基に組織血流量を勘案して計算により評価される。癌に対する治療では、腫瘍
組織の組織血流量は少なく励起光照射体積も小さいため、全身状態に影響を及ぼすような
重度な溶血は発生しないとされている。一方で、近年開発が進んでいる癌以外に対する治療
では組織血流量や照射体積などの状況が異なり影響を受ける血液量が増すため、光増感反
応が赤血球やヘモグロビンに及ぼす酸化作用を詳細に検討する必要がある。in vitro 実験で
光増感反応を起こすと、溶存酸素濃度が限られている反応容器内の溶液中で酸素消費速度
の速い反応が起こるため、励起光照射中に溶液内の酸素が減少し枯渇が生じることが報告
されている [18, 19]。光増感反応は、酸素、光感受性薬剤の存在下に励起光が照射されて生
じる反応であるため、酸素濃度の減少は反応効率を低下させる。したがって光増感反応を用
いる in vitro実験において光増感反応作用量を正確に評価し、血流により酸素供給が豊富に
行われる生体環境での作用を検討可能な実験を行うためには、溶液への酸素供給を増すか
溶液酸素濃度の経時測定を用いた補正が必要である。溶液に酸素を供給する手法は人工赤
血球を始め人工肺で用いられるバブリング法やシリコン膜を用いた拡散法など種々の研究
が行われてきたが、未だに十分な供給ができる簡便な手法は確立されていない。基礎研究に
おいて溶液酸素濃度の測定は酸素電極による酸素分圧測定が一般に行われるが、励起レー
ザ光照射を伴う光増感反応の実験では照射光による外乱が多い [13, 18, 19]。赤血球内の主
要タンパク質であるヘモグロビンは周囲の酸素状況に応じて酸素と着脱し組織へ酸素を運
搬する重要な担体である [20]。ヘモグロビンとの結合により化学的に溶存している酸素は
血漿中の溶存酸素の約 60倍であり、血液が運搬する酸素の大部分はヘモグロビンと結合し
ている [21]。酸素脱着によるヘモグロビンの可視・近赤外領域における吸収スペクトル変
化を利用し酸素飽和度を測定する方法は、無侵襲かつ連続的な測定法で知られるパルスオ
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キシメータとして医療現場で広く用いられている [21, 22]。組織の酸素分圧とそれに応じ
た酸素飽和度の関係は酸素解離曲線として報告されており、血液試料の pHと温度に応じた
ヘモグロビンの酸素解離曲線を参照すると酸素飽和度を酸素分圧に変換できる [24]。現行
の溶血安全性評価に関する in vitro実験の標準法では、酸素消費による光増感反応効率の低
下を考慮しておらず、さらに間欠的な実験法であるため、種々の状況に応じた光増感反応作
用量に対する溶血発生度の関係を正確に評価することができないと考える。メトヘモグロ
ビンは赤血球膜破裂による遊離ヘモグロビンの発生量に応じた酸化産生物であり、酸素化
ヘモグロビンと脱酸素化ヘモグロビンを識別可能な可視波長領域において両ヘモグロビン
に対して特徴的な吸収スペクトルを持つ [25]。そこで著者は可視領域の吸収スペクトル測
定に注目し、メトヘモグロビンの産生量を酸素飽和度と併せて検出することで、光増感反応
による赤血球膜破裂およびヘモグロビンの酸化進行を溶存酸素濃度に関係する情報と併せ
て経時的に測定可能な計測法を提案する。 
	 以上要するに著者は、光線力学的治療の基礎検討として反応に必要な酸素および光感受
性薬剤の運搬を担う血管と血液が励起光照射により受ける影響、具体的には血管内皮細胞
や赤血球の障害に関して検討する。 
 
1.3	 本論文の構成 
本論文は 10章から構成される。図 1-1に本論文の構成を示す。 
本章では、光増感反応を用いた治療における血管内皮細胞障害と溶血を検討する本研究の
背景を述べた。 
第 2章では、光増感反応の原理とこの反応を用いた治療について述べた。 
第 3章では、血管内皮細胞の生理学に関して説明し、光増感反応を用いた治療における血
管内皮細胞障害が治療効果に及ぼす影響に関して述べた。そして、薬剤投与後早期 (15-60 
min) の健常組織に対する光増感反応を用いた治療における血管内皮細胞障害の in vitro 基
礎検討法の提案を行った。 
第 4章では、ヘモグロビンをはじめとする血液に関する生理学について説明し、溶血発生
の影響に関して述べた。そして、現行の溶血度安全性評価法の課題を示し、溶血進行を反応
効率に関わる溶液内酸素分圧と共に経時的に測定可能な光学的計測法の提案を行った。 
第 5章では、タラポルフィンナトリウム投与後早期における健常組織血管に対する光増感
反応を用いた治療での血管内皮細胞障害を (i) in vitroにおける死細胞率計測、(ii) in vivoに
おける標本観察、により実験的に調査し、(i) と (ii) の実験の対応を検討した。 
第 6章では、光増感反応による赤血球膜破裂およびヘモグロビンの酸化進行を、反応速度
を支配する酸素の情報と併せて経時的に明らかにする計測系の構築を行い、励起光照射中
の血液試料の各種ヘモグロビン濃度変化を明らかにした。 
第 7章では、異なるヘマトクリット値の血液試料における酸素化ヘモグロビン濃度変化や、
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酸素飽和度と酸素電極法により求めた酸素分圧変化より、提案計測法で得られる溶存酸素
濃度に関係する情報の妥当性を検討した。 
第 8章では、提案計測法により得られる酸化進行に着目し、メトヘモグロビン濃度と溶血
度との関係や光感受性薬剤の退色を検討した。また、光増感反応の酸化作用効率に関わるア
ルブミンを加えたときの各種ヘモグロビン濃度変化を調査した。 
第 9章では、第 5章から第 8章で得られた知見に関して総括的な検討を加えた。薬剤投与
後早期の健常組織を対象とした光増感反応を用いた治療における血管内皮細胞や赤血球の
酸化障害の基礎検討として、本研究で提案した in vitro基礎検討法の有用性に関して論じた。 
第 10章は、本研究の結論である。 
 
1.4	 結言 
	 本章では、光増感反応を用いた治療における血管内皮細胞障害と溶血を検討する本研究
の背景を述べ、本論文全体の構成をまとめた。 
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図 1-1	 本論文の構成 
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第 2章	 光増感反応による治療 
 
 
2.1	 緒言 
光増感反応とは、光励起された光感受性薬剤が周囲に存在する酸素にエネルギーを移乗し、
酸化力の強い一重項酸素を産生する光化学反応のことである。光増感反応の生体組織への
酸化作用は、細胞に対する光感受性薬剤の分布場所によって異なる殺細胞機構をもつ。第 2
章では光増感反応の原理を説明するとともに、光感受性薬剤の細胞内外の分布における殺
細胞機構とその違いを活かした種々の疾患に対する光線力学的治療に関して述べる。 
 
2.2	 光増感反応 
	 2.2.1	 反応機構	
	 光増感反応とは、光・酸素・光感受性薬剤 (Photosensitizer, PSと略す) の三要素により一
重項酸素を産生する光化学反応のことである。光増感反応のエネルギーダイアグラムを図
2-1に示す。基底状態にある光感受性薬剤 PS (S0) は一重項状態への遷移に必要な波長の光
を吸収すると励起一重項状態 PS (S1) に遷移する。この励起一重項状態 PS (S1) は、一部は
蛍光を発して基底状態 PS (S0) に戻るが、大部分はスピン反転を伴う項間交差によりエネル
ギーの低い励起三重項状態 PS (T1) に非放射的に移行する [1]。PS (S1) の溶液中における寿
命は 1-10 nsであるのに対し、励起三重項状態 PS (T1) の寿命は 1-10 !sと長いため周囲の分
子との反応が起こりやすい [2, 3]。励起三重項状態の寿命が長い理由は、励起三重項状態か
ら基底状態への遷移に必要なスピン反転が低確率でしか起こらないためである。この励起
三重項状態から基底状態へのエネルギー経路には、Type Ⅰ反応、Type Ⅱ反応、そして低い
確率だが燐光を発して遷移するという 3種類がある。Type Ⅰ反応では、励起三重項状態の
光感受性薬剤が直接周囲の生体分子や酸素との間で一電子酸化還元反応を起こす反応のこ
とである [4]。この反応により生成されたフリーラジカルの中間生成物は組織溶存酸素と反
応してフリーラジカルの連鎖反応を起こす。これにより、例えば水が対象となった場合はヒ
ドロキシラジカルや超酸化物イオンなど、種々の活性酸素が産生されることにより組織が
酸化障害を受ける。一方で Type Ⅱ反応は、励起三重項状態の光感受性薬剤が基底状態に遷
移する際に組織内の溶存三重項酸素 3O2にエネルギーが移乗し、一重項酸素 1O2が発生する
反応のことである。活性酸素の一種である一重項酸素は強い酸化作用をもつため、蛋白質、
核酸、および脂質などの生体分子と反応して細胞の変性や壊死といった酸化障害を起こす 
[5, 6]。生体内における一重項酸素の半減期は 10-320 nsと短く、これは細胞内において一重
項酸素の効果が及ぶ領域が半径 10-55 nmということを示す。このことより、一重項酸素の
産生場所すなわち光感受性薬剤の分布場所近傍にある細胞や生体組織のみが直接的に光増
感反応による酸化障害を受けると考えられる [1, 7]。光毒性と殺細胞効果が及ぶ範囲は、放
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射照射量、放射照度、酸素環境、光感受性薬剤の種類、薬剤投与から光照射までの時間、細
胞内における分布場所、総投与量、など種々の要因に影響を受ける。Type Ⅰ反応と Type Ⅱ
反応は同時に起こるが、両者の発生割合は、光感受性薬剤の種類や濃度、蛋白質との結合親
和性および酸素環境に影響を受ける [1]。Type Ⅰ反応は Type Ⅱ反応に比べ障害過程が複雑
であることより、多くの光感受性薬剤はより単純な過程である Type Ⅱ反応による一重項酸
素発生およびその酸化作用による組織障害が支配的である考えられる [4, 8, 9] 。また、酸
素に依らず光感受性薬剤が直接的に対象を障害する経路（Type Ⅲ反応）が生じる可能性も
示唆されている。しかしこの Type Ⅲ反応は DNAが対象としてなってしまう可能性があり、
光増感反応を用いた治療の化学療法に対する最大の特長である発がん性物質の危険性が低
い特性が失われるという大きな欠点がある [4]。 
 
2.2.2	 光感受性薬剤 
光増感反応を用いた生体組織傷害を目的とした治療における光感受性薬剤は、治療効果お
よび安全性の観点から特に以下の特徴が求められる [10]。 
(i) 光照射を行わない場合に生体に対する毒性がなく化学的に安定な構造をもつ 
(ii) 一重項酸素生成量子収率 "#が大きい 
(iii) 生体に対する光侵達長が長い近赤外波長 (600~800 nm) に吸収帯を有する 
(iv) 治療後に正常組織から速やかに排泄される 
(iii) において、生体内の主な吸収体である、水、メラニンおよびヘモグロビンの吸収が小
さい波長領域 650-850 nm は生体の分光学的窓と呼ばれる[11]。一重項酸素のエネルギー準
位は波長 1.27 !m相当なので、一重項酸素の生成には吸収端がこの波長よりも短波長側にあ
る必要があり、生体の分光学的窓の波長域はこの条件を満たす。以上より、より深部への治
療を可能にするためにはこの分光学的窓における励起波長が望ましい。[12, 13]。(iv) にお
いて、治療後も皮膚に残留する薬剤に適当な波長の光が当たると光線過敏症を起こすこと
が、光増感反応を用いた治療における最大の副作用である。このため、術後の遮光期間が定
められているが、患者の QOL向上には光感受性薬剤の早い排泄性が求められる。種々の光
感受性薬剤をそれぞれ表 2-1に示す。大半の光感受性薬剤は、葉緑体やヘモグロビンのヘム
などの構造と似た複素環構造をもつ [11]。本節では我が国で臨床適用されている代表的な
光感受性薬剤に関して述べる。 
	 第一世代光感受性薬剤であるポルフィマーナトリウムは、早期肺癌治療薬として 1994年
に我が国で最初に認可を受けた [14, 15]。ポルフィマーナトリウムの化学構造式を図 2-2に
示す。ポルフィマーナトリウムに代表されるポルフィリン系化合物は 4 つのピロールがメ
チン基で結合した環状化合物で、ヘモグロビンの基本骨格となる構造体である。ポルフィマ
ーナトリウムは我が国において、早期肺癌（病期０期または病期 I期肺癌）、表在型食道癌、
表在型早期胃癌、子宮頸部初期癌および異型性の治療において薬事承認を得ている [14]。
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しかし課題として、重合数 60 以上の化学物であるため化学的に不安定 [4]、吸収帯が 500-
630 nmであるため深部の治療が難しく、さらにモル吸収係数が低い [16-18]、排泄速度が遅
いため治療後の光線過敏症の発症リスク期間が 4-6週間と長期 [18]、などがある。そこで第
二世代光感受性薬剤が開発された [10, 19]。 
	 第二世代光感受性薬剤は第一世代光感受性薬剤よりも吸収帯のピーク波長が長波長側に
あり、さらにモル吸収係数が向上したことにより、深部への高反応効率の治療が可能になっ
た。さらに生体における排泄速度も向上している [1, 10, 18]。日本で臨床適用されている第
二世代光感受性薬剤はタラポルフィンナトリウムとベルテポルフィンである。それぞれの
化学構造を図 2-3、図 2-4に示す。タラポルフィンナトリウムは、我が国において 2003年に
早期肺癌治療、2013年に原発性悪性脳腫瘍治療、2015年に化学放射線療法又は放射線療法
後の局所遺残再発食道癌に対する治療法における治療剤として承認を取得した。タラポル
フィンナトリウムは植物の葉緑素由来の単一物質であり、クローリン骨格にアスパラギン
酸をアミド結合させたクローリン系光感受性薬剤である。タラポルフィンナトリウムは水
溶性の光感受性剤であるため排泄速度が速く、親水性および親油性の塩基を有するため細
胞膜への受動輸送が行われやすいという特長を持つ。薬剤投与 2 週間後には皮膚の光線過
敏反応が消失していることが報告されている [10]。Q 帯吸収ピーク波長はポルフィマーナ
トリウムよりも長波長の 664 nm をもつ。この波長におけるモル吸収係数は 4$104 M–1cm–1
であり、これはポルフィマーナトリウムの吸収係数より 10倍以上高い [18, 20, 21]。ベルテ
ポルフィンは、我が国において 2003年に中心窩下の脈絡膜新生血管を伴う加齢黄斑変性症
の治療剤として承認を取得した。ベルテポルフィンはポルフィリン系光感受性薬剤であり、
親油性を示す。BPD-MA (benzoporphyrin derivative monoacid) の 2 つの異性体である BPD-
MACと BPD-MADが 1:1で存在している [23]。また、薬剤が血管内に留るためために大きな
薬剤形態をとるリポゾーム製剤である。水溶液における Q 帯吸収ピーク波長はポルフィマ
ーナトリウムよりも長波長の 690 nmをもち、この波長におけるモル吸収係数は 1.3$104 M-
1 cm-1である [18]。ベルデポルフィンは集積および排泄速度が早いため、薬剤投与後数時間
で皮膚の光線過敏症が消失することが知られており、これは他の薬剤に比べて著しく短い。 
 
2.2.3	 細胞内外に対する光増感反応の作用 
一重項酸素の寿命は、水中で 4 !s, 細胞内で 0.6 !sと非常に短く拡散距離が限られている
ため、一重項酸素による酸化障害影響領域は光感受性薬剤近傍に限定される [1, 7, 19]。光
増感反応による殺細胞機序は、細胞に対する一重項酸素の産生場所によって異なる。すなわ
ち細胞に対する光感受性薬剤の分布によって殺細胞機序が異なることから、光増感反応に
よる作用は細胞内光増感反応と細胞外光増感反応に大別される。光感受性薬剤の分布は、薬
剤の構造や電荷、親水性/親油性に影響を受ける [1, 24]。光感受性薬剤の細胞への取り込み
動態は、細胞と薬剤の種類、薬剤投与から光照射までの時間、投与薬剤量、温度、pH、など
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種々の要素に影響をうける [25-27]。 
細胞内光増感反応により細胞小器官が障害を受けた時の一般的な細胞死経路は、増殖制御
機構でプログラミングされた能動的細胞死であるアポトーシスであることが知られている。
光感受性薬剤の種類によって、細胞内のどこに薬剤が取り込まれるかが異なる。親油性薬剤
では、血漿、ミトコンドリア、リソソーム、エンドソーム、網膜および角膜を含む膜にある
程度優先的に分布し、膜透過性の変化、流動性の損失、アミノ脂質とポリペプチドの架橋、
膜結合酵素システムと受容体の不活性化をもたらす。なかでもミトコンドリアに対する光
増感反応の殺細胞効果が、主要なメカニズムとされている [8, 19]。一方、親水性薬剤では、
リソソームにある程度優先的に分布し、これらの構造破壊および加水分解酵素の細胞質へ
の放出を起こす。タラポルフィンナトリウムの殺細胞効果はこのリソソームでの傷害が主
体であると考えられている [19]。ヘマトポルフィリン誘導体は、単量体、二量体および重合
体で構成されているが、比較的構造の小さい単量体および二量体はミトコンドリアに、比較
的構造の大きな重合体は細胞膜に取り込まれる [29]。タラポルフィンナトリウムはエンド
サイトーシスによりリソソームに、ベルテポルフィンはゴルジ体に集積することが報告さ
れている [30-32]。細胞内の障害部位によってアポトーシスに至る経緯は異なるが、いずれ
も細胞死が起こるまで数時間から数日を要する [4, 33, 34]。腫瘍組織に対する治療では、光
感受性薬剤の腫瘍組織や腫瘍血管内皮に対する集積性を利用し、上記の分類では細胞内光
増感反応を利用する治療と言える。これらの組織において光感受性薬剤の集積性が高い理
由は、光感受性薬剤の分子化学的な親和性と健常組織に対する腫瘍組織の排泄性の違いに
より説明できる。疎水性の光感受性薬剤は主に低比重リポ蛋白、親油性の光感受性薬剤は主
にアルブミンや高比重リポ蛋白との親和性が高い。さらに、水分が多い環境では親水基の側
鎖基を外側に出し、疎水性の環境下では疎水基を外側に出すという特異な両媒性を持つ。こ
の性質をスタッキング現象と呼ぶ [14]。スタッキング現象によって、光感受性薬剤は親水
性により血流を介して輸送され、親油性により蛋白と強い親和性を持つことで腫瘍細胞や
新生血管へ集積する。血流を介することで、薬剤の損傷や重合および分解などを起こさずに
対象組織まで薬剤を輸送することができる [4]。腫瘍組織や新生血管内皮など活発な増殖が
行われる組織では低比重リポ蛋白の取り込みおよび細胞膜表面における低比重リポ蛋白レ
セプターの活性が健常組織に比べて高いため、光感受性薬剤と結合した低比重リポ蛋白を
能動的に取り込み、細胞内光感受性濃度が増加する。また高比重リポ蛋白に結合した光感受
性薬剤は腫瘍内に浸潤した腫瘍関連のマクロファージによる貪食作用によって取り込まれ
る。一方で、腫瘍組織や新生血管はリンパ系が未発達であるために光感受性薬剤が滞留しや
すい排泄特性を持つ [29, 35]。このため、腫瘍組織は健常組織に比べて相対的に高い薬剤濃
度を得られることを利用して、細胞内光増感反応を用いた悪性腫瘍や腫瘍血管内皮に対す
る治療では選択的な治療を実現する。 
	 一方、細胞外光増感反応により細胞膜が障害を受けた時の一般的な細胞死経路は、外的環
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境要因による受動的細胞死のネクローシスである。親油性の高い光感受性薬剤は細胞膜に
集積することが報告されている [36]。タラポルフィンナトリウムなどはエンドサイトーシ
スにより細胞内に取り込まれる。細胞膜周囲や細胞膜内にある光感受性薬剤による光増感
反応により細胞膜の過酸化やイオンチャネルの障害が即時的に起こることで、細胞内にCa2+
が流入し、細胞が膨張することでネクローシスに至る [37]。 
 
2.3	 光増感反応を用いた治療 
2.3.1	 腫瘍組織に対する細胞内光増感反応 
2.2.3節で述べたとおり、細胞内光増感反応を利用する腫瘍組織に対する光線力学的治療で
は、光感受性薬剤の腫瘍組織に対する集積性を利用し光増感反応により産生される一重項
酸素の殺細胞効果を用いて選択的な治療を行う。腫瘍組織に対する光増感反応を用いた治
療は、2.2.2 節で述べたとおり我が国で承認を得ており、臨床応用されている。細胞内光増
感反応による腫瘍組織の崩壊は、 
(i) 一重項酸素の酸化力による直接的な腫瘍殺細胞作用 
(ii) 腫瘍血管系が障害されることによる間接的な腫瘍壊死 
(iii) 光増感反応による腫瘍細胞に対する免疫反応の発症 
の３つの機序が関係する。これらの機序は相互にも影響を及ぼし合い、長期的な観点から考
えるとこれら全ての機序が必要である [1]。 
	 (i) 光増感反応による直接的な殺細胞効果によりクローン形成腫瘍の細胞数が減少するこ
とが in vivo実験で報告されている [38]。しかし、光感受性薬剤の不均一分布と低酸素環境
の観点から、直接的な殺細胞効果のみによる腫瘍の根治効果は不確実である。供給血管から
の距離に応じて光感受性薬剤の集積量と腫瘍細胞の死細胞率は共に低下すると報告されて
いる。また、励起レーザ光照射中の組織内酸素分圧が急速に減少するとの報告がある [39]。
励起光照射中に反応進行による酸素消費および組織内毛細血管の即時的な障害による血管
閉塞が生じると酸素不足になる可能性があり、光増感反応による腫瘍組織への治療効果の
低下につながる [40-42]。 
(ii) 腫瘍血管の閉塞は、腫瘍細胞が生存するための要因の一つである血管からの酸素や養
分の供給を遮断するため、間接的に腫瘍組織に障害を与える有効な手法と考えられる [1]。
光感受性薬剤は腫瘍組織のみならず新生血管の内皮細胞にも高濃度で分布するため、光照
射により新生血管内皮細胞が損傷を受け、血小板の付着、凝集などによる血栓形成が生じ血
管閉塞が誘導される。実際、腫瘍組織に対する光増感反応によって毛細血管が閉塞し組織の
低酸素状態によって組織壊死が導かれることが多数報告されている [42-46]。腫瘍組織に対
する光増感反応を用いた治療において急性期に確認される組織壊死は、この血管閉塞によ
る影響が支配的であると考えられている [19]。 
(iii) 1980年代から 1990年代初期に、免疫応答の活性化を示唆するリンパ球、白血球、およ
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びマクロファージが光線力学的治療施行組織への浸潤することが報告された [19, 47]。健常
組織と腫瘍組織の炎症反応は性質や度合いが異なり、これは光増感反応を用いた治療にお
ける腫瘍組織に対する組織壊死の選択性向上に貢献する [1]。実際に光増感反応により好中
球が蓄積し、腫瘍の増殖が抑えられたとの報告がある [48]。また、直接的な殺細胞効果によ
り大部分の腫瘍を障害することは可能だが、完全に腫瘍細胞を壊死させるためには免疫反
応が必要と考えられている [49]。 
	 細胞内光増感反応による治療は、選択的に腫瘍組織に傷害を及ぼすことができるため従
来の切除術に比べて侵襲性が低く、患者の Quality of lifeを改善できると考えられている。
しかし、広く普及するに至っていない理由として、治療の不均一性、光線過敏症防止のため
遮光入院が必要、治療効果判断が即時的にできない、などがある。この中でも光線過敏症が
最も懸念されている。光線過敏症とは術後も皮膚に光感受性薬剤が残留している状態で直
射日光や集中光を浴びると起こる皮膚炎であり、この副作用抑制の対策として術後に遮光
期間が設けられている [50]。細胞内光増感反応を用いた腫瘍組織に対する治療は選択的で
侵襲性が低いため、これまでに皮膚、脳、耳鼻咽喉部、呼吸器、消化器、泌尿生殖器など幅
広い臨床科で臨床報告されている。しかし、現状では上記のような課題がいくつか残ってい
る [19]。 
 
2.3.2	 新生血管内皮に対する光増感反応 
	 中心窩下の脈絡膜新生血管を伴う加齢黄斑変性症に対する治療法として、リポゾーム製
剤である光感受性薬剤ベルテポルフィン (販売名：ビスダイン) を用いた光線力学的治療が
ある。この治療は、脈絡膜新生血管を選択的に閉塞および退縮することを目的としている。
正常網膜への損傷を抑えながらその治療効果を得られる治療法として、その有用性が大き
く期待され、2013 年 2 月時点で世界 72 カ国において承認されている。2.2.2 節で述べたと
おり、我が国においては 2003年 10月に承認された。治療手順は、ビスダイン 6 mg/m2（体
表面積）を 10 minかけて静脈内投与し、投与 15 min後に波長 689±3 nm、600 mW/cm2で 50 
J/cm2のレーザ光照射を行う。術後は 3ヵ月毎に蛍光眼底造影の検査を行う。この検査で脈
絡膜新生血管からのフルオレセインの漏出が認められた場合は、再治療を実施する [23]。 
	 ビスダインは主に低比重リポ蛋白によって輸送される [51, 52]。新生血管のような増殖性
細胞の内皮細胞組織では、低比重リポ蛋白の取込みおよび細胞膜表面におけるこのレセプ
ターの発現が増加していると考えられる [23]。このことより、治療対象である脈絡膜新生
血管にベルテポルフィンが集積するため選択的治療を可能にする。 
 
2.3.3	 菌類に対する細胞外光増感反応 
	 感染症の主な治療法である抗生物質等では薬剤耐性を持つ病原菌が出現することがある
[53-55]。種々の抗生物質に対する薬剤耐性病原菌出現により、光増感反応による一重項酸素
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の酸化作用を用いた抗生剤とは異なる殺菌機序が注目を集めた [53]。感染症に対する光線
力学的治療は Photodynamic antimicrobial chemotherapy (PACT) あるいは antimicrobial-PDT（a-
PDT）と呼ばれる。この治療では、局在する細菌や真菌、ウィルス、寄生虫などの幅広い病
原体に対して効果を示すと期待されている [56-58]。局所的に光感受性薬剤を投与し、光感
受性薬剤が細胞膜や外膜に分布した状態で光照射を行うことで菌類の不活性化および壊死
を起こし感染症を治療する。細胞膜のコレステロールや脂質が傷害され、細胞内基質の漏出
や膜輸送システム酵素の不活性化および RNAや DNA の損傷を引き起こすというのが主な
障害機序である [5, 53]。PACTに用いられる代表的な光感受性薬剤は、フェノチアジン系の
メチレンブルーやトルイジンブルーO である [59]。その他にもポルフィリン系、キサンテ
ン誘導体、クローリン系、フタロシアニン系の光感受性薬剤が用いられており、近年では広
範囲の細菌ウィルスへの効果を示す薬剤としてアミノレブリン酸を用いた治療が注目さて
いる [53, 59]。抗菌効果は、グラム陽性/陰性菌の光不活性化が重要な因子である。この光不
活性化は、菌膜と光感受性薬剤の構造が関係している [59]。カチオンおよびアニオン性の
光感受性薬剤分子は効率的にグラム陽性菌と結合し光増感反応により不活性化する。一方、
これらの光感受性薬剤はグラム陰性菌の外膜に多少なりとも結合する性質はあるが、励起
光照射をしてもグラム陰性菌は不活性化されない [5, 60]。グラム陽性菌の膜は比較的多孔
性のペプチドグリカンおよびリポティコ酸の層によって取り囲まれており、これにより光
感受性薬剤の膜透過を可能にしている[59, 60]。一方、グラム陰性菌の膜はより複雑な構造
をもつ。グラム陰性菌の細胞外皮は、細胞内膜と外膜から成り、これらはペプリドグリカン
層により隔てられている [5]。外膜はリポ多糖体や種々の蛋白質を含むリン脂質二重膜から
成り、外界に対する物理的かつ機能的なバリアを形成している [5, 59]。アニオン構造をも
つ光感受性薬剤はリポ多糖体を通過できないため、一重項酸素が細菌性細胞の近傍に産生
したときにのみ光増感反応による抗菌効果を示す。一方、ポリカチオン性の分子構造をもつ
光感受性薬剤はグラム陰性菌の光不活性を示す。このことより、カチオン構造の光感受性薬
剤は、アニオンやニュートラル構造の光感受性薬剤に比べ広範囲の細菌類を不活性化する
ことができる [59]。メチレンブルーを始め、PACTに用いられる多くの光感受性薬剤はカチ
オン構造をもっている。カチオン構造の光感受性薬剤は、両性イオンである健常細胞膜より
もカチオン構造をもつ細菌と即座に結合することができることから、健常細胞膜に対する
細菌への選択的な治療が可能となる [53, 61]。メチレンブルーを用いた光増感反応による抗
菌作用が、カンジダやアルビカンスによる歯周病や輸血血液、メチシリン耐性黄色ブドウ球
菌、バンコマイシン耐性腸球菌などに及ぼす効果に関して現在臨床試験が進められている。
特に歯周病に対する光増感反応による治療は“PeriowaveTM”と名付けられており、歯周病に
対する主要な治療法となりつつある [53]。 
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2.3.4	 健常心筋組織に対する細胞外光増感反応 
	 著者らは、光増感反応を用いた頻脈性不整脈治療 PD ABLATION®を提案している。この
治療では、異常電気伝導路上の健常心筋組織に対して光増感反応による酸化作用を及ぼす
ことで組織壊死を起こし、電気伝導遮断線の作成を行う。PD ABLATION®による異常電気伝
導遮断効果や副作用に関する検討は、現在までに 150例以上の大型動物を用いた in vivo実
験により行われてきた [62-64]。光感受性薬剤タラポルフィンナトリウムを投与し 15-60 min
に、経カテーテル的に治療部位へ配置したプローブを介して励起レーザ光照射を行う治療
手順を構想している。PD ABLATION®では対象が健常な心筋組織であることより、光感受性
薬剤の集積性を利用せず、薬剤が心筋細胞周囲に均一かつ高濃度で分布する光感受性薬剤
投与後早期 (15-60 min) に光照射を行う。これにより、心筋細胞のイオンチャネル障害や細
胞膜障害を起こし、即時的な細胞死であるネクローシスを効率的に狙う。現行の心房細動に
対する根治治療では、異常電気伝導路上の心筋組織に対して熱的作用により熱凝固壊死を
起こすため、周囲組織への熱的副作用が問題となっている [65]。一方、PD ABLATION®では
光増感反応による酸化作用を利用するため、熱発生を抑えることができる。また、励起レー
ザ光の照射条件を調整することで作用深度を制御できるため、優れた治療領域選択性を実
現できる。以上より、現行の心房細動治療法に比べ、より低侵襲な治療が実現可能であると
期待する。 
 
2.4	 結言 
	 本章では、光増感反応原理を踏まえて光感受性薬剤の分布場所に応じた殺細胞機序の違
いおよび光増感反応を用いた種々の疾患に対する治療に関して解説した。 
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図表 
 
 
図 2-1	 光増感反応におけるエネルギーダイアグラム [1-4] 
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表 2-1	 種々の光感受性薬剤とその特徴 [1, 4] 
構造 [4] 商標 [4] 物質名 [4] 
 
励起波長 [1] 
Porphyrin 
 
Photofrin® 
Photogem® 
HpD 630 nm 
Levulan® ALA 635 nm, 
375-400 nm 
Metvix® 
Hexvix® 
M-ALA 
H-ALA 
635 nm 
Visudyne® Vertiporfin, 
BPD-MA 
689 nm 
Texaphyrin Antrin®, 
Lutex 
Lutexaphyrin 732 nm 
Chlorin 
 
Foscan® Temoporfin, 
m-THP 
652 nm 
LS11,  
Photolon®, 
LitxT,  
ApoptosinTM,  
Laserphyrin 
Talaporfin 664 nm 
Photochlor HPPH 665 nm 
Phthalocianines Photosens® 
Pc4 
Phthalocyanine 670 nm 
 
 
 
 
第 2章 
 
 24 
 
図 2-2	 ポルフィマーナトリウムの化学構造 [23]  
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図 2-3	 タラポルフィンナトリウムの化学構造 [19] 
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図 2-4	 ベルテポルフィンの化学構造 [23] 
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第 3章	 血管内皮細胞と光増感反応による障害 
 
 
3.1 緒言 
	 血管の内側を覆う血管内皮細胞は、生体の恒常性維持に重要な役割を果たす。種々の腫瘍
組織に対する光線力学的治療において血流量低下や血管閉塞が生じることが報告されてい
る。これは、血液中、血管内皮細胞内、あるいは血管壁に分布する光感受性薬剤に励起光が
当たり、活性酸素の発生により血管内皮細胞が障害されて生じる。第 3章では、血管内皮細
胞の生理学や血管内皮細胞の障害により誘発される血管閉塞の機序を説明し、薬剤投与後
早期の健常組織に対する治療開発において血管内皮細胞障害の基礎検討を行う必要性を説
き、in vivoでの酸化障害を検討可能な in vitro基礎実験法を提案する。 
 
3.2 血管の構造 
	 血管は動脈、静脈、毛細血管に大別され、それぞれ異なる構造をもつ。動脈と静脈の血管
壁は外膜、中膜、内膜の 3層構造をもつ。外膜は結合組織繊維より成り、血圧に耐えられる
よう血管壁を補強する。中膜は主に輸走する平滑筋細胞から成り、動脈の平滑筋層は静脈に
比べかなり厚い構造を持つ [1, 2]。動脈は心臓から出ていく血液を通す血管であり、心室の
収縮期に発生した高い血圧に耐える必要があるため、静脈に比べて中膜が厚い層を成し多
量の弾性繊維を含んでいる [2]。動脈の中膜は、血圧を維持し血流分布を制御するのに大切
な役割を担っている。心臓に血液を戻す血管である静脈は、一般に中膜が薄く、まばらに輸
送筋が存在し、弾性繊維は動脈よりもはるかに少ない。内膜は、一層の扁平な内皮細胞から
なる内皮とその下にある薄い結合組織からなる。毛細血管は内皮細胞で構成されている。 
動脈は中膜の性状の違いにより、弾性型動脈、筋型動脈、細動脈に細分される。弾性型動
脈は大動脈など心臓に近い動脈を指し、板状に何層も重なっている弾性繊維の間に平滑筋
が存在している中膜をもつ。この豊富な弾性繊維により、心室の収縮期には大動脈壁が押し
広げられて血液を蓄え、心室の拡張期には大動脈壁が収縮して血液を末梢へ押し出して血
圧の平坦化を行い、持続的な血流送出を可能にしている。筋型動脈は体の末梢にある中等大
の動脈を指し、中膜は主に平滑筋からなる。中膜の内膜側と外膜側にはそれぞれ無数の孔の
開いた厚い膜弾性膜があり、内膜側を内弾性板、外膜側を外弾性板と呼ぶ。筋型動脈は、平
滑筋の収縮・弛緩により血管内腔面積の大きさを変えてその血流量の調整している。細動脈
は毛細血管につながる動脈を指し、中膜は数層の平滑筋からなる。細動脈は平滑筋神経によ
り支配されており、血圧を正常レベルに保つ役割を担う。 
毛細血管は一層の平坦な内皮細胞のみからなる極めて薄い構造をもつことで、グルコース、
酸素などの細胞に必要な物質供給や老廃物の排泄を可能にしている。毛細血管の入口部に
ある前毛細血管括約筋と呼ばれる平滑筋が、どの毛細血管に血液を流すかを決定している 
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[1, 2]。多くの毛細血管は、収縮性のある周皮細胞に取り巻かれている。毛細血管には、血管
に対して内向きに働く浸透圧と外向きに働く静水圧が作用しており、これらの力の強弱に
よって水の移動方向が決定されている。動脈側の毛細血管では静水圧が大きく水分が組織
液へと移動し、静脈側の毛細血管では浸透圧が上回り水分は血液側へ移動する [1]。血液に
移動できなかった組織液はリンパ系へ流れ、最終的には静脈と合流する。 
	 毛細血管を通過後、血液は細静脈、静脈へと流れる。静脈は心臓に血液を戻す血管であり、
骨格筋の収縮や弛緩によって筋ポンプが働く必要があるため、動脈にはない半月弁と呼ば
れる内膜が折返ってできた特有な逆止弁を備えている [1, 2]。 
 
3.3 血管内皮細胞 
3.3.1	 血管内皮細胞の機能 
	 血管壁の内側を覆う血管内皮細胞は血液と中膜に接しており、血液に含まれる血球や中
膜に含まれる平滑筋細胞などと相互に連関している [3]。一般に血管内皮細胞は中胚葉由来
の単層扁平上皮細胞であり、基底膜上に連続して存在する [3, 4]。内皮は人体最大の内分泌
器官として知られており、総重量は最大臓器の肝臓に相当する約 1.5-2 kgほどあると言われ
ている [5]。血管内皮細胞は単に血液と組織を区切る均一な細胞群としてバリヤー役を果た
すことが注目されてきたが、血管や臓器の種類に順応して分化し多彩な機能を有した細胞
であることが明らかとなってきた [3, 4]。血管内皮細胞の役割は、内部恒常性の維持と刺激
への対応の 2つに大別される。内部恒常性の維持は、生理的な刺激により常時発現して臓器
機能を維持する。刺激への対応は、時間もしくは量的に異常な刺激が生じると発現し、血管
内皮細胞は活性化状態となり臓器機能を新しい環境に適応させる作用を働く [3, 4, 6]。生理
的状態における血管内皮細胞が担っている多様な機能のうち、特に生体活動において重要
なものは、以下の 4つである [3, 6]。 
(i) 物質透過性の調整 
(ii) 血管の適度な張力の保持 
(iii) 炎症反応の抑制 
(iv) 血栓形成の抑制 
(i) 血管内皮細胞は臓器の機能維持に重要な物質を血液と間質間で交換させるのに中心的
な役割を担っている。臓器と血液間の水分や溶質の交換はすべて血管内皮細胞を通して行
われている。生理的な状況において浸水圧と膠質浸透圧を制御することによって選択的な
物質透過性を維持している。この選択的な透過性の機序が破綻すると、浮腫や血流停滞が生
じる [3]。 
(ii) 血管内皮細胞は血流制御に重要な役割を担う。特に臓器微小循環系において血管内皮
細胞による血流制御は重要である。血管内皮細胞は分泌臓器として、種々の刺激に応じて内
分泌や傍分泌、自己分泌を行う機能を持つ。そのひとつに血管平滑筋を収縮・弛緩させる生
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理活性物質があり、これにより血管の張力を保持して血流制御に関与している [3, 6, 7]。 
(iii) 血管内皮細胞は、臓器を保護する役割も担う。循環動態の変化や異物の侵入などに関
するシグナルを受け取り、これらの変化に速やかに対応し炎症反応を起こす。炎症反応は生
体の恒常性維持に重要なものだが、血管内皮細胞の機能破綻にもなり得る。刺激シグナルと
して代表的なものにエンドトキシンやサイトカインがある。血管内皮細胞はこれらのシグ
ナルに応じて臓器を新たな環境に適応させるために種々の相互作用を起こすが、炎症反応
により活性化された血管内皮細胞に対して活性化好中球による傷害が重度または高頻度に
加わると血管内皮細胞障害が誘起される [3, 6]。炎症反応に応じて、血管内皮細胞は自ら炎
症を抑制する因子であるプロスタサイクリン (PGI2) や一酸化窒素 (NO) の産出を亢進す
る [3, 4, 6]。血管内皮細胞障害の詳細に関しては 3.3.2節で述べる。 
(iv) 血管内皮細胞は血管内で血液が円滑に循環を保つのに重要な役割を担う。物理的に血
管の内側を隙間なく覆うことで、血液凝固系を制御し血管壁への血小板の付着を防いでい
る [5]。正常状態では血液凝固を抑制するよう、血小板活性を抑制する因子である PGI2 や
NOを産生する。血管が破裂し出血が起きた場合では血液凝固を促進する。血液の凝固機序
に関する詳細は 3.3.2節にて述べる。 
	 以上より、血管内皮細胞は多彩な機能を発揮して循環系の維持や外部の環境変化への適
応に重要な役割を果たしている。 
 
3.3.2	 血管内皮細胞の障害 
	 3.3.1 節で述べたように、血管内皮細胞は刺激に対応する機能をもつ。血管内皮細胞の障
害機序の模式図を図 3-1に示す。循環動態の変化や異物侵入などにより単球が活性化すると
サイトカインが産生され、血管内皮細胞はこのサイトカインの刺激シグナルを受け取ると
新しい環境に適応するため活性化する [3, 4, 6]。血管内皮細胞の活性化状態は不安定な状態
を意味しており、血管内皮の透過性の亢進、血管張力保持機能の破綻が起こる。さらに、白
血球接着因子の発現、組織因子の発現、増殖因子の発現など、血管内皮細胞障害を惹起する
現象が起こる [3]。一方、3.3.1節 (iii) に記載の通り、血管内皮細胞は活性化状態になると
自ら活性化状態の抑制因子である PGI2や NO の産生を亢進し、これらの因子の作用により
生理的状態に戻る場合もある。しかし、活性化状態の血管内皮細胞にサイトカインにより活
性化した好中球が接着すると、血管内皮細胞は障害される。血管内皮細胞障害は活性化状態
と不可逆的な関係にある。血管内皮細胞の障害は、バリヤー機能の崩壊、細胞構築性の破壊、
微小血栓形成、白血球の血管外遊走や細胞死に繋がる。 
	 図 3-2に血管内皮細胞障害により連鎖的に生じる血栓形成機序を示す。正常状態において
血小板の表面は糖タンパク質で覆われており、血管内皮細胞は陰性荷電を帯びているため
両者は接着しない。また、血管内皮細胞が産生する PGI2や NO は血小板の活性化を阻害す
る役割を果たしている。血小板の活性化因子であるトロンボキサン A2 (TXA2) と血管内皮
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細胞の血小板活性化抑制因子である PGI2はいずれも細胞膜のリン脂質から産生されるアラ
キドン酸の代謝生成物である。血管内皮細胞が正常状態のときは両者の産生量のバランス
が取れているが、血管内皮細胞が障害されるとこれらのバランスがくずれ、血小板の活性化
が起こる。血管内皮細胞は、血小板の活性化に対してフォンビルブランド因子 (vWF; von 
Willebrand Factor) を産生して、その粘着を促進する。vWFは血小板膜に存在する糖タンパ
ク質複合体に結合し、内皮下の露出した結合組織のコラーゲン繊維と架橋する。粘着した血
小板は活性化し、その形を球状に変えながら偽足を出して移動し、互いに密着する。さらに、
血管内皮細胞は血小板活性化因子 (PAF) を産生して血小板の凝集を促進する。vWFや PAF
はサイトカインにより産生が亢進される [3]。活性化した血小板は、開放小管系を介して
Ca2+流入や貯蔵 Ca2+の放出が起こる。これにより細胞内の Ca2+濃度が上昇すると、脱顆粒や
TXA2の放出が起こる。脱顆粒とは、密顆粒中の ADP やセロトニンが細胞外に放出するこ
とである。これらの放出により、近くの血小板が次々に活性化する。血小板の膜に形成され
る Gp Ⅱb-Ⅲa複合体に血漿タンパク質のフィブリノゲンが結合すると血小板同士が連結さ
れ、凝集が起こる。さらに、α顆粒から放出されるフィブロネクチンやトロンボスポンジン、
血小板第 4 因子により凝集が促進される。このようにしてできた血小板血栓を一次血栓と
呼ぶ。一次血栓は不安定で剥がれやすいが、フィブリン繊維網が一次血栓を覆ってより強固
な血栓となる。このようにしてできた血栓を二次血栓という [8]。 
 
3.4 光増感反応を用いた治療における血管障害 
	 腫瘍組織に対する光線力学的治療において、治療領域内組織の血管閉塞が起こる [9]。光
感受性薬剤は一般に静脈投与し血流により送達される (第 2 章参照)。このため、血管内皮
細胞は細胞内や血液中、血管壁中に分布する光感受性薬剤により酸化作用を受け、血管内皮
細胞障害を起こす。これにより血流量低下や閉塞が誘発される。光線力学的治療において血
流量低下や血管閉塞は、その発生タイミングにより治療効果を高めたり低めたりする。 
励起光照射後に起こる血管閉塞は組織の酸素および栄養不足を導くため、腫瘍組織の壊死
効果に利する。実際に、血管閉塞による腫瘍組織壊死は、治療効果の重要な一因であると考
えられている。特に、タラポルフィンナトリウムを用いた光線力学的治療では、血管閉塞に
よる腫瘍壊死効果が治療効果において支配的に働く [9-12]。しかし、心筋組織の線維化が治
療の完成である心房細動に対する光線力学的治療では、励起光照射後における血管開存が
望まれる。これは、血管の開存により、壊死を生じた心筋組織に線維芽細胞が到達しやすい
ことで組織の線維化までの時間が短縮されるからである。 
一方、励起光照射中に生じる血流量低下や血管閉塞は、光増感反応に必要な酸素や光感受
性薬剤の治療領域への供給を低下させ、光増感反応による直接的な腫瘍組織への殺細胞効
果を減弱させる。腫瘍組織に対する光線力学的治療では、励起光照射を始めてから数分で治
療領域内の毛細血管の血流量低下や血管閉塞が生じることが報告されており、治療効果の
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減弱あるいは不均一化を招くため、この対策として間欠的な励起光照射などが考案されて
いる [13, 14]。 
	 近年、光増感反応を用いた治療は感染症や心房細動など腫瘍組織以外への応用が検討さ
れている。これらの治療では、対象が腫瘍組織ではなく健常組織などであり、薬剤投与後早
期に光照射を行う (2.3.3 節および 2.3.4 節参照)。膀胱や乳腺における腫瘍組織と健常組織
の血管の閉塞性の違いを調査した in vivo 実験では、腫瘍組織に対し健常組織の血管は閉塞
が生じにくいことが報告されている [14, 15]。一方、光増感反応による血管内皮細胞の酸化
障害性は血漿中の光感受性薬剤濃度に主に影響を受け、薬剤投与後からの光照射までの時
間が短いほど血管閉塞が即時的に生じやすいことが報告されている [9]。以上より、薬剤投
与後早期の健常組織に対する光増感反応を用いた治療では、腫瘍組織に対する光線力学的
治療と血管周囲の状況が大きく異なり、改めて検討する必要があると考えられる。 
 
3.5 短時間薬剤接触の光増感反応による健常組織血管内皮細胞障害の検討法の
提案 
光感受性薬剤の分布は、光感受性薬剤の静脈投与から励起光照射までの時間 (以下、DLI: 
Drug Light Interval) により変化する。血管内皮細胞に対する光感受性薬剤の分布場所により
光増感反応の殺細胞効果に関与するアルブミン濃度が異なり、血液中のアルブミン濃度は
血管壁に相当する間質液中より約 20 倍高い (図 3-3)。タラポルフィンナトリウムはヒト血
清蛋白質であるアルブミンと高い結合親和性をもち、アルブミン濃度が上昇すると遊離薬
剤割合が減少し光増感反応による殺細胞効果が減弱する。これは光増感反応により産出さ
れる一重項酸素が生体分子に対してではなく、結合しているアルブミンの酸化に消費され
るためである [16]。 
	 薬剤投与後早期に光感受性薬剤は血管内皮細胞膜周囲、特に血液中に存在し、光増感反応
によって細胞膜損傷により即時的な細胞死であるネクローシスを誘導する [9, 10]。本研究
では薬剤投与後早期 (15-60 min, 2.3.4節参照) における血液中薬剤濃度と同程度の濃度をも
つ薬剤溶液を血管内皮細胞に接触させた状態で光照射を行い、照射後 2 時間の急性期にお
ける死細胞率を測定する。これにより、細胞外光増感反応による殺細胞効果が支配的な環境
を模擬した in vitro実験系とした。DLIに相当する薬剤接触時間を変化させたときの細胞内
薬剤蛍光輝度変化と同条件の細胞に光照射したときの死細胞率変化の関係を調査すること
で、用いる in vitro実験系における主な細胞障害機構を確認する。血管内皮細胞が接してい
る血液と間質液に相当する 2 種類のアルブミン濃度における光増感反応による血管内皮細
胞障害を上記の in vitro系を用いて死細胞率計測により調査する。タラポルフィンナトリウ
ム静脈投与後早期にイヌ健常血管へ励起光照射した際の急性期における血管内皮細胞と血
小板の状態を血管標本にて観察し、上記の in vitro実験結果の比較検討を行う。 
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3.6 結言 
	 血管内皮細胞の役割とその障害機序について解説した。さらに、光線力学的治療において
血管内皮細胞障害が治療効果に及ぼす影響について述べた。著者は、光感受性薬剤投与後早
期の健常組織に対する光増感反応を用いた治療において、治療効果に関わる血管内皮細胞
の酸化障害を検討可能な in vitro基礎実験法を提案した。 
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図表 
 
図 3-1	 血管内皮細胞障害機序の模式図 
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図3-2	血管内皮細胞障害による血栓形成の様子 
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図 3-3	 血管内皮細胞周辺の光増感反応に関与する要素の状態 
???
????????
0241/.
02

	 

02

	 

第 4章 
 38 
第 4章	 赤血球と光増感反応による障害 
 
 
4.1 緒言 
	 第 4 章では、脂質二重層である赤血球膜に内包されているヘモグロビンの酸素運搬能や
光学特性、赤血球膜破裂により生じる溶血副作用について説明する。さらに、薬剤投与後早
期 (15-60 min, 2.3.4節参照) の健常組織に対する光線力学的治療における溶血に着目し、光
増感反応による溶血進行の新たな計測法を提案する。 
 
4.2 血液と赤血球の組成 
	 血液はタンパク質を含む電解質溶液中に細胞成分が浮遊している流体であり、恒常性維
持に重要な役割を果たす [1]。成人の血液量は体重の約 8%に相当する平均 4.5-5.5 Lである 
[2]。血液に抗凝固剤を加えて遠心分離をすると、細胞成分と液体成分の 2 層に分かれる。
血液量の約 45％を占める血球成分は、赤血球、白血球、血小板からなる [3]。血球成分の大
半は赤血球であり、血液中で赤血球の占める容積比はヘマトクリット値と呼ばれる。白血球
や血小板が占める割合は全血液量の 1％に満たない。全血液量の約 55％を占める液体成分
は血漿からなる。血漿の組成は表 4-1 に示すように約 90％が水からなり、その他はアルブ
ミンをはじめとするタンパク質や電解質、有機物を含む [2]。全血および血漿と赤血球の物
理化学的性質を表 4-2にまとめて示す。ヒト血液の比重は、主に赤血球と血漿の体積比で概
ね求まるが、厳密にみるとタンパク質濃度やヘマトクリット値、ヘモグロビン含有量の増加
に伴い増加する [1, 4]。血液は体内を循環している間に体熱輸送や体熱分配を行っている 
[3]。血漿 pHの正常値 7.4に対し、赤血球内部の pHは 0.1-0.2程度と低い。組織細胞内 pH
は状態により変化する [1]。体液 pH の調整にはいくつかの機構があり、外乱に対する応答
の速いものから順に、(i) 血漿タンパク質、ヘモグロビン、炭酸-重炭酸系、有機・無機リン
酸による緩衝作用、(ii) 呼吸による炭酸-重炭酸系の変化、(iii) 細胞内のイオン交換、(iv) 腎
臓における酸塩基調整がある [1]。血液の粘度は、赤血球数の増加もしくは水分量の減少に
よるヘマトクリット値の増加、血漿内タンパク質濃度の上昇により高くなる [4]。 
血漿の浸透圧濃度は約 290 mOsm/Lであり、これは主に電解質濃度に依存する。同じ浸透
圧を持つ食塩水 (生理食塩水) は濃度 0.9％である。赤血球細胞膜は Na+を非透過であるた
め、血漿の浸透圧変化は細胞内液と外液間の水移動に大きな影響を及ぼす [3]。電解質によ
る浸透圧以外に、表 4-1に示す血漿タンパク質のアルブミン濃度に主に依存する膠質浸透圧
が 1.5-2.0 mOsm/Lある。血漿タンパク質は分子量が大きく毛細血管壁を通過できないため、
血液と組織間液の水移動に大きな影響を及ぼし、循環血液量を正常範囲内に保つよう働い
ている。表 4-1内のグロブリンは感染症に対する防御機能の主要な担い手であり、フィブリ
ノゲンは、血小板と共に血液凝固の役割を務める。表 4-1におけるその他の有機物は、血漿
第 4章 
 39 
中に一定量含まれている糖質、脂質、アミノ酸を指し、栄養や代謝状態を正常範囲内に維持
する役割を果たす [3]。 
	 赤血球の形状は、直径約 8 µmの扁平な円盤型で中央部分が凹んでいる。赤血球の形態に
関係する基準値を表 4-3 にまとめる。厚みは辺縁部で約 2.4 µm、中心部で約 1 µm である 
[3]。赤血球の形状は同じ容積の球体と比べると表面積が約 30％広く、これは酸素や炭酸ガ
ス交換に都合が良い形状と言える [1, 2]。300 mOsmの等張溶液中では上記の形態をとるが、
高張溶液中では金平糖型、低張溶液中では水が赤血球内に入ることで膨張し球形になる。約
130 mOsm以下の溶液中では、3 min以内に大半の赤血球が破裂して溶血することが知られ
ている [3]。赤血球形態変化をもたらす外的要因として、pH、コレステロール、薬物作用が
あり、内的要因として赤血球内のアデノシン 3リン酸 (ATP) 量の変化がある [3, 5-8]。成熟
赤血球はヘモグロビンを含む細胞質とそれを包む細胞膜のみからなり、核や細胞小器官を
持たない。赤血球の主要構成成分を表 4-4 にまとめる。嫌気的解糖による ATP 産生などで
エネルギーを得る。ターンオーバーは約 120日である [2, 9]。赤血球は、脂質二重層の細胞
膜からなる赤血球膜とその直下にある細胞骨格の裏打ち構造により成り立っている [2, 3, 
10]。細胞骨格は、スペクトリンなどの収縮タンパクを主体に構成されている機能的ユニッ
トである [10]。弾性力に富む繊維状タンパクのスペクトリン 4 量体はその両端で結合部複
合体を介してグリコフォリン C につながれ、中間部はアンキリンを介してバンド 3 タンパ
ク質に結合している網目構造を成す。このような細胞骨格の裏打ちにより細胞膜に柔軟性
と復元力が備わることで、赤血球は自身の直径より狭い毛細血管内 (内径 3-6 µm) や脾臓等
の細網内皮系の隙間 (2-5 µm) を変形しながら通過することができる。柔軟性や変形能を喪
失した赤血球は細網内皮系の隙間を通過できず体内循環から除かれる [3]。 
 
4.3 ヘモグロビン 
4.3.1	 ヘモグロビンの構造  
ヘモグロビンは 1対のα様グロビン鎖とβ様グロビン鎖からなる 4量体に、4分子のプロ
トヘムが結合した複合タンパク質である [11]。α様グロビン鎖は 141 個、β様グロビン鎖
は 146個のアミノ酸からなる一本のポリペプチドで、アミノ酸配列、2次構造、3次構造の
いずれにおいても互いに、そしてミオグロビンとよく似ている [12]。ミオグロビンはヘモ
グロビンと同様に酸素結合能を持ち、主に赤色筋組織に酸素を貯蔵する役割を担う単量体
タンパク質である [13]。ヘムは共有結合、非共有結合、もしくはその両者で強固にタンパク
質に結合して存在している補完分子を持つ [12]。ヘモグロビンが赤い色に見えるのは、ヘ
ム補欠分子族が赤い色を示すからである。図 4-1に示すようにヘムの構造はプロトポルフィ
リンⅣとよばれる有機化合物とその中心に存在する鉄原子から成る。プロトポルフィリン
Ⅳは 4 個のピロール環がメチン橋で結ばれたテトラピロール環からできており、不飽和の
ポルフィリン構造全体は完全に共役して平面になっている。2 価の鉄原子 (Fe2+) はこの平
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面上のテトラピロールの中央に位置し、4個のピロールの窒素原子に結合している。ヘムが
結合された鉄は 2価鉄または 3価鉄の状態を取り得るが、2価鉄のヘムを含むヘモグロビン
のみが酸素と結合可能である。通常、鉄イオンは 8面体状に配置し、6個のリガンドあるい
は結合基を持っている。これらのリガンドのうち４個は上述の窒素分子の結合に関わって
おり、残りの 2 個は平面上の垂直方向に沿って 2 つの配位結合座を残した構造となってい
る。これらの結合部位を第 5、第 6 配位部位とよび、酸素は第 6 配位部位に結合する [14, 
15]。グロビンは分子量 17,800の一本鎖ポリペプチドであり、ポリペプチド鎖は Aから Hと
名付けられた 8 本のαヘリックス領域を持つ。これらの相互作用により特異的な 3 次元構
造を形成し、機能ドメインを造る [12]。Fヘリックス内の 8番目の残基である F8は直接 2
価鉄と接触することから近位のヒスチジン (HisF8) と呼ばれている。酸素原子が結合して
酸素化ヘモグロビンになると、酸素分子がこの部位を占有する。酸素がヘムの 2価鉄に結合
すると、2 価鉄の d 軌道と電気陰性度の高い酸素分子の π*分子軌道の重なりによって高度
に電化偏在を起こし、酸素分子の電子密度を増加させ、2価鉄から酸素分子へ電が部分的に
移動し、Fe2+ - O2結合に Fe3+ - O・2結合のような性質を与える [13, 15]。この Fe3+ - O・2のよ
うな構造の安定性は、結合した酸素分子間の結合部位に存在するもうひとつの重要なヒス
チジンである E7との水素結合によって生まれる。この E7を遠位のヒスチジン (HisE7) と
呼ぶ。この E7の水素結合は他のリガンドよりも酸素との結合促進に重要な役割を果たして
いる。溶液中で遊離しているヘムは酸素によって容易に酸化されやすいのに対し、ヘモグロ
ビン分子のヘム鉄はグロビンにより酸化反応の第一段階である酸素との結合は起こすが、
最後のステップである酸化は防がれる。ヘモグロビン分子内のヘムの 2価鉄が酸化され 3価
鉄となったものをメトヘモグロビンと呼ぶ。このメトヘモグロビンは酸素分子結合部位に
水分子が結合しているため、酸素との結合能を持たない [13]。 
脱酸素化ヘモグロビンでは、ヘム鉄はポルフィンリン平面から約0.04 nm外側に出ている。
ひとつめの酸素分子が脱酸素化ヘモグロビンに結合すると、ヘム鉄はポルフィリン平面内
に移動する。His F8およびそこに結合している残基にこの動きは伝わり、4つの全てのサブ
ニットにおけるカルボキシ末端残基間の塩橋が開く (開裂) [16]。その結果、図 4-2に示すよ
うにα1β1とα2β2の 2 量体は互いに対しておよそ 15°回転しコンパクトな 4 量体となる 
[14-16]。このような大きな 2次、3次および 4次構造の変化により、ヘモグロビンは酸素と
の低親和性 T (taut, tense) 型から高親和性 R (relaxed) 型へ変化する [13, 16]。これらの変化
は酸素化されていない残りのヘムの酸素に対する親和性を著しく増大し、酸素との結合が
続いて起こる場合は少しの塩橋開裂で酸素結合が可能である。すなわち、2つのサブユニッ
トの一方に酸素が結合していると直ちにもう一方に伝わり、全サブユニットは周囲に合わ
せて T型から R型に変換する。 
ヘモグロビンの T型構造を安定化させる役割を担っているものに、強い陰イオン性物質で
ある 2,3ビスホスホグリセリン（以下、2,3-BPG）がある。2,3-BPGは、ヘモグロビンと同程
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度の濃度（約 2 mM）で赤血球内に存在する [15]。2,3-BPG がヘモグロビンに結合すると、
ヘモグロビンの酸素親和性は低下する [13, 15]。2,3-BPGは T型のβ様グロビン鎖間の空洞
に存在する正荷電のアミノ酸残基と静電気的に結合する。この空洞は R型の方が T型より
も狭い。すなわち、ヘモグロビンが T 型で空洞の間隙が十分なときに限り 2,3-BPG が入り
込める大きさがあるため結合できるが、R 型では空洞の大きさが不十分で結合できない。
2,3-BPGは脱酸素化ヘモグロビンにより強く結合し安定化させ、酸素親和性を効果的に低下
させる。T 型から R 型へ変わるためには、ヘモグロビンと 2,3-BPG との間の結合を切断す
る必要がある。 
 
4.3.2	 酸素運搬能について 
	 全ての脊椎動物において、ヘモグロビンは酸素輸送タンパク質として酸素と結合し、肺か
ら末梢組織へ効率的に酸素を供給する [13, 16]。組織の酸素分圧と、酸素化ヘモグロビン存
在割合を示す酸素飽和度の関係はヘモグロビン酸素解離曲線として報告されており、図 4-3
に示すような S字型の曲線を持つ。ヘモグロビンの酸素解離曲線が S字型を示すのは、4.3.1
節で述べたヘモグロビンの 4 量体構造およびそれによる協同的な酸素結合能に起因する。
ヘモグロビンは動脈血の酸素分圧である 100 mmHg付近ではほとんどが酸素と結合するが、
静脈血の酸素分圧である 30-40 mmHgでは半分しか結合しない。動脈血の酸素分圧付近では
酸素飽和度の変化がほとんどなく、酸素飽和曲線はほぼ水平である。これは組織に酸素が十
分存在するときヘモグロビンは酸素を放出せず、静脈血の酸素分圧の 30-40 mmHgではヘモ
グロビンは酸素を放出し組織に供給することを意味する [3, 10, 17]。この酸素解離曲線は、
pHや温度、エネルギー代謝状態に関与する 2,3-GPGによって左右の方向に移動する[3, 10]。
似たような構造を持つ単量体タンパク質であるミオグロビンの酸素解離曲線は図 4-4 のよ
うな直角双曲線型を示し酸素親和性が非常に高い [11-17]。双曲線を示すミオグロビンの酸
素解離曲線において、動脈血の酸素分圧では効率よく酸素と結合する。しかし、静脈血の酸
素分圧や活動中の筋肉中の一般的な酸素分圧である 20 mmHgでは結合酸素を殆ど放出しな
い。激しい運動における筋肉中の酸素分圧である 5 mmHg まで低下するとはじめてミトコ
ンドリアでの ATP 産出のために酸素を放出し、筋肉の活動を持続させる役割をしている 
[13]。これらの酸素解離曲線の形状の違いは、ミオグロビンが酸素貯蔵に適しヘモグロビン
が酸素運搬に適することを示している。 
生理現象においてヘモグロビンが酸素 1分子と結合する毎に約 0.6個のプロトンを放出し、
逆に pH を上げるすなわちプロトンを取り除くとより低い酸素分圧で酸素がヘモグロビン
に結合する。これは Bohr効果とよばれる [13, 15-17]。Bohr効果は、ヘモグロビンが酸素を
肺から組織に運搬し、組織の代謝における副産物である二酸化炭素と末梢組織由来のプロ
トンを肺に持ち帰るという重要な生理機能を説明する [16, 17]。組織代謝の副産物である二
酸化炭素は、組織から拡散し血液中に届く。二酸化炭素はヘモグロビンのクロビン鎖におけ
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るアミノ末端のアミノ基と可逆的に反応して、負電荷を持つカルバミン酸基をつくる [14-
17]。カルバミン酸基は、アミノ酸基を正電荷から負電荷に変える。これはα様グロビン鎖
とβ様グロビン鎖の間で塩橋を形成するのに好都合であり、T型ヘモグロビンの構造を安定
化させ酸素の解離が促進する [15, 16]。すなわち、活発な代謝により二酸化炭素を多く産生
し二酸化炭素濃度が高い組織周囲にある毛細血管では T状態の方が安定になり、その結果
ヘモグロビンからの酸素放出が促進される [17]。二酸化炭素の全運搬量の 14%がこの反応
によって運搬され、残りの大部分は炭酸水素イオンとして運搬される [14-16]。式 (4.6) に
示すように赤血球内部で炭酸デヒドラターゼの酵素触媒による二酸化炭素の水和が起こる
と炭酸が生成する。さらに、炭酸は炭酸水素イオンとプロトンに解離し、pHが下がる [16]。 
       					   			(4.6) 
pHが低くなると、プロトンがヘモグロビンに取り込まれてT状態を安定化するイオン対形
成を促し、その結果ヘモグロビンから酸素が解離する。組織代謝により二酸化炭素濃度が高
い毛細血管では、式 (4.6) が右向きに進みプロトンが放出され pHが低くなる。その結果、
多くの酸素化ヘモグロビンの酸素結合が解離する。さらに、プロトンがヘモグロビンに取り
込まれると、式 (4.6) の右向きが進み炭酸水素イオン生成が促進され、二酸化炭素は炭酸水
素イオンとしての輸送が促進される。一方、空気吸入中 (吸息) の肺では二酸化炭素濃度が
低いため、ヘモグロビンに酸素が簡単に結合してヘモグロビンの T状態のイオン対を壊し
てR状態への変換を促す。このとき、Bohr効果により放出されるプロトンは炭酸水素イオ
ンに再結合することで式 (4.6) の左向きの反応が進み、二酸化酸素を血液中から排出する。
これらの反応が協調的に進むため、pHはほぼ変化しない [14, 17]。 
単位血液中に含まれる酸素の量は、ヘモグロビンの結合酸素量 (化学的な溶存酸素量) と
血漿中の物理的な溶存酸素量により求めることができる。4.3.1部よりヘモグロビン 1分子
あたり4分子の酸素と結合可能であるため、ヘモグロビン1 gあたりに結合している酸素量
𝑈'(は次の式 (4.7) で求められる。 
𝑈'(	(mL/g)=
𝑉0×4
𝑀34 ×𝐶34×
𝑆𝑎𝑂9
100																								(4.7) 
ここで、𝑉0は標準状態におけるモル体積 (22.4 L/mol)、𝑀34はヘモグロビンの分子量 (64458 
g/mol)、𝐶34はヘモグロビン濃度、𝑆𝑎𝑂9は酸素飽和度を指す [3, 18]。これより、血液100 mL
中のヘモグロビン15 g/dLが結合可能な酸素は20.4 mLである。一方、血漿中の溶存酸素量
はヘンリーの法則より酸素分圧に比例する。溶解度にあたるその比例定数は、37℃で0.0031 
ml/mmHg/100 mLである。これより、動脈血酸素分圧の100 mmHgでは、血液100 mLに0.3 
mLの酸素が物理的に溶けている [17, 19]。以上より、ヘモグロビンによる化学的な溶存酸
素量は、血漿中の物理的な溶存酸素量の68倍であり、血液が運搬する酸素の大部分はヘモ
グロビンと結合している [18-20]。 
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4.3.3	 ヘモグロビンの光学特性 
	 主に血漿と赤血球からなる血液の主な吸収体は、可視及び近赤外波長域では赤血球内に
あるヘモグロビン、赤外領域では水である [21]。血液の吸収や散乱はヘマトクリット値に
大きく依存する。散乱は主に赤血球膜での反射で起こり、強い前方散乱を示す [22-25]。生
体内における光学特性の表示法に関しては付録 Bに記す。 
ヘモグロビンの大部分は、酸素と結合している酸素化ヘモグロビン、あるいは酸素との結
合が解離している脱酸素化ヘモグロビンとして存在している。その他にも、ヘムの 2価鉄が
酸化され 3 価鉄となり酸素結合能を失ったメトヘモグロビンや、一酸化炭素がヘモグロビ
ンと結合しているカルボキシヘモグロビン、などが知られている。図 4-5に示すように、こ
れらの各種ヘモグロビンは可視波長領域において特有の吸収スペクトルを持つ [26]。より
長波長領域の赤色〜近赤外領域においては、酸素化ヘモグロビンと脱酸素化ヘモグロビン
が図 4-6に示すようにそれぞれ全く異なる吸収スペクトルを持つことを利用し、皮膚を通し
て無侵襲で動脈血酸素飽和度を計測するパルスオキシメータが医療現場で広く用いられて
いる。パルスオキシメータは赤色光 (波長 660 nm)と近赤外光 (波長 940 nm) の 2つの LED
を用い、生体を透過した 2波長の透過光量の比率から酸素飽和度を求める。透過光量の変化
成分により脈波解析を行うことで、動脈血情報の分離を達成している [17-20]。 
 
4.4 溶血 
4.4.1	 溶血発生機序 
赤血球膜が破裂し、赤血球膜内のヘモグロビン分子が血液中に遊離する現象を溶血と呼ぶ 
[4, 10, 27]。肝臓で主に産生される血漿蛋白のハプトグロビンは、ヘモグロビン結合蛋白で
ある。溶血によりヘモグロビンが遊離すると、ハプトグロビンは迅速にヘモグロビンと複合
体を形成し肝臓に運ぶ。これが正常な遊離ヘモグロビンの代謝経路である。一方、溶血が重
度に発生すると、ハプトグロビン不足により複合体を形成しなかった遊離ヘモグロビンは、
容易に腎糸球体を通過し、尿細管で再吸収されてグロビンとヘムに分解される。ヘムは近位
尿細管上皮細胞壊死から腎機能障害をもたらす [27]。 
赤血球が破壊される原因は、赤血球自身の欠陥や周囲環境によるものがある。赤血球自身
の欠陥とは、赤血球膜の異常、酵素の異常、ヘモグロビンの異常、などがある。赤血球膜や
ヘモグロビンの異常は赤血球の変形能低下を起こし、膜障害作用や細網内皮系臓器内でマ
クロファージに貪食される。酵素の異常は、赤血球のエネルギー源である嫌気性解糖に影響
を及ぼし赤血球防御性を低下させ寿命短縮をもたらす。周囲環境の異常には、血漿蛋白の異
常、血漿脂質の異常、薬剤、機械的障害、高温、などがある [10]。本研究で着目している光
増感反応による溶血は、一重項酸素の酸化作用による赤血球膜破裂と思われる。 
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4.4.2	溶血度測定方法 
	生体内における溶血は血流速や4.4.1節で述べた処理機構等が関与するため、in vivoでは
その作用を定量的に評価することが困難である。このため、標準法としてin vitro実験法が
採用されている 。in vitro実験での溶血測定は上清の吸光度測定や血球数測定が一般に用い
られる [28, 29]。 
	血液に接触する可能性の高い医療機器もしくは原材料の溶血性を評価するための Good 
Laboratory Practice (GLP) 試験では血液試料の上清の吸光度による溶血度測定法が定められ
ている。この試験法では、生理食塩水あるいは対象とする薬品を含む試験液と脱繊維血が
10：0.2となるように混和し一定時間インキュベーションを行った後、750 ×gで5分間遠
心分離を行う。赤血球混濁液試料を遠心分離後、上清の吸収スペクトルを測定する。陰性対
照液の生理食塩水、完全溶血液である陽性対照液の脱繊維血を蒸留水に混和した試料の吸
収スペクトルの吸収スペクトルを測定する。赤血球混濁液試料の上清の吸収スペクトルが
酸素化ヘモグロビン吸収スペクトルを示す場合は第Ⅰ法として、得られた上清の540 nmも
しくは576 nmにおける吸光度を用いる。この波長は酸素化ヘモグロビンの極大吸収波長を
示す。上清の吸収スペクトルがメトヘモグロビン等の吸収スペクトルを示す場合は第Ⅱ法
として、上清のヘモグロビンを全てシアンメトヘモグロビンに変換する。試験上清液、陽性
対照液および陰性対照液にそれぞれ強力なシアン化剤であるDrabkin溶液を混和させ、生成
したシアンメトヘモグロビンの吸光度を極大吸収波長の540 nmで測定する。第Ⅰ法および
第Ⅱ法において測定した吸光度を用いて式 (4.8) により溶血度を測定する [28, 29]。 
𝐻=	𝐴?@0ABC−𝐴ECFGHIJKL𝐴ECFMLNOIPGJG−𝐴ECFGHIJKL
×100																																																		(4.8) 
ここで、Hは溶血度 [%]、𝐴?@0ABCは試験上清液、𝐴ECFGHIJKLは陰性 (非溶血) 対照液上清液、
𝐴ECFMLNOIPGJGは陽性 (完全溶血) 対照液上清の吸光度を指す。溶血の安全性は表4-5に示す判
定表を用いて評価する [28]。 
	血球計数装置は顕微鏡による血球数算定を自動化したもので、原理的に再現性が高い。そ
の後、血球計数装置は血球の形態分類の自動化もできる血球分析装置へと発展した。血球分
析装置の基本原理は、電気抵抗法あるいは光学分析法による計測を用いる。電気抵抗法と光
学分析法はどちらも一長一短がある。電気抵抗法は体積情報を取得するため３次元である
のに対し、光学分析法は面積情報を反映するため２次元である。これより、分離感度は原理
的には電気抵抗法の方が光学分析法よりも良い。一方で、電気抵抗法は寸法情報のみを取得
するのに対し、光学分析法では寸法情報に加えて形状の情報も合わせて取得できる。このた
め光学分析法では白血球の分類も可能である。さ ら に、分光情報により細胞内のヘモグロビ
ン量を同時に測定できる。最近は、光学分析法への移行が急速に進んでいる [30-33]。 
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4.4.3	 光線力学的治療における溶血の影響 
	 脂質二重層を持つ赤血球膜は、光増感反応による酸化作用を受けると赤血球膜破裂を起
こす [34, 35]。光線力学的治療において光感受性薬剤は静脈投与により送達されるため、血
液中の光感受性薬剤に励起レーザ光が当たると赤血球膜への酸化作用により溶血が生じる。
酸素運搬担体であるヘモグロビンを内包する赤血球膜の破裂が重度に発生した場合、対象
組織への酸素供給の低下や腎機能障害の副作用につながる (4.4.1節参照) 。そのため、光線
力学的治療において溶血は安全性評価項目に含まれている。励起レーザ光を照射した容器
内の血液試料に対し自動血球計数測定を用いて溶血発生度を測定する。この in vitro実験結
果をもとに組織血流量や励起光照射面積を勘案して評価される [36]。しかし、光増感反応
を用いた in vitro実験では、溶存酸素量が限られている反応容器内の溶液で酸素消費速度が
速い反応が起こるため、励起レーザ光照射中において溶液内の酸素分圧が低下することが
報告されている [37, 38]。光増感反応は、酸素、光感受性薬剤の存在下に励起光が照射され
て生じる反応であるため、酸素濃度の減少は反応効率を低下させる。すなわち、光増感反応
による溶血度測定においても、励起光照射中の反応効率の低下が起きている可能性があり、
正確な溶血作用検討には溶存酸素量を経時的に把握する必要がある。腫瘍組織に対する光
線力学的治療では、薬剤投与してから長時間経過後の血液中薬剤濃度が低下しているタイ
ミング (図 4-8) で組織血流量が少ない腫瘍組織に光照射を行うため、光増感反応による酸
化作用を受ける赤血球数が少なく全身に影響を及ぼす重度な溶血リスクは発生しない。一
方、血液中薬剤濃度が高い薬剤投与後早期に組織血流量の多い健常組織を対象とした光線
力学的治療では、血液中薬剤濃度が高くかつ作用を受ける赤血球数が 1 桁から 2 桁多くな
るため [36, 39]、光増感反応が赤血球やヘモグロビンにおよぼす酸化作用を詳細に検討する
必要がある。 
 
4.5 赤血球に対する光増感反応作用の in vitro光学測定系の提案 
図 4-9 に示すように光増感反応による赤血球膜破裂により遊離したヘモグロビンは、ヘモ
グロビンに含まれる鉄Ⅱイオンが光増感反応の一重項酸素による酸化作用を受け鉄Ⅲイオ
ンに変化、すなわちメトヘモグロビンになると推測される [40]。図 4-5に示すように酸素化
ヘモグロビンおよび脱酸素化ヘモグロビンの吸収スペクトルに対して酸化により生じるメ
トヘモグロビンは可視波長域において特徴的な吸収スペクトルを示す [26]。正常状態にお
ける血液試料のヘモグロビンはその殆どが酸素化ヘモグロビンもしくは脱酸素化ヘモグロ
ビンとして存在しており、周囲の酸素環境に応じて酸素を脱着し、生体組織の需要に応じた
酸素運搬を果たしている (4.3.2節) [11-16]。組織の酸素分圧とそれに応じた酸素飽和度の関
係は酸素解離曲線として知られており、血液試料の pHと温度に応じたヘモグロビンの酸素
解離曲線を用いると酸素飽和度を酸素分圧に変換できる (4.3.2節) [41]。酸素脱着によるヘ
モグロビンの可視・近赤外領域における吸収スペクトル変化を利用し酸素飽和度を測定す
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る方法は、無侵襲かつ連続的に生体動脈血中酸素飽和度を測定できるパルスオキシメータ
として医療現場で広く用いられている [18-20]。また、血液試料の吸収スペクトルに重回帰
分析を用いることで、酸素化ヘモグロビン、脱酸素化ヘモグロビン、メトヘモグロビンを含
む種々のヘモグロビン存在割合を解析可能であることが報告されている [42]。著者は、ヘ
モグロビンが酸化及び酸素脱着により特徴的な吸収スペクトルを持つことに着目し、光増
感反応中の血液試料の吸収スペクトルを測定し各種ヘモグロビン濃度を解析することでメ
トヘモグロビン濃度変化から赤血球膜破裂およびヘモグロビンの酸化進行を、酸素化ヘモ
グロビンおよび脱酸素化ヘモグロビン濃度より求められる酸素飽和度から酸素分圧を同時
に取得する着想を得た。具体的には、光感受性薬剤を含む血液試料に励起レーザ光照射を行
うとともに吸収スペクトルを同時かつ連続的に測定可能な光学系を構築することで、これ
らの情報を非接触で経時的に取得する。 
	 4.4.3節で述べたように、光増感反応を用いる in vitro実験において光増感反応作用量を正
確に評価し血流により酸素供給が豊富な生体環境での作用を検討可能な実験を行うために
は、溶液への酸素供給を増すか溶液酸素濃度の経時測定を用いた補正が必要である。溶液に
酸素を供給する手法は人工赤血球を始め人工肺で用いられるバブリング法やシリコン膜を
用いた拡散法など種々の研究が行われてきたが、未だに十分な供給ができる簡便な手法は
確立されていない [3]。酸素濃度測定法には、化学分析法（酸化還元滴定）、電解分析法、燃
料電池法、磁化率測定法、質量分析法などがある。装置が簡単で小型化が容易であることか
ら、電解分析法を用いた酸素電極法による測定が基礎研究において最も一般的に使用され
ている [43]。しかし、励起レーザ光照射を伴う光増感反応中の酸素電極法を用いた酸素濃
度測定は照射光が外乱となる。さらに、酸素電極による測定では酸素消費が伴うため、反応
溶液への長時間の連続計測には不向きである [17, 18]。大気環境下で行う in vitro 実験では
大気からの酸素拡散があるため、光増感反応中の溶液の溶存酸素濃度を正確に把握するた
めには励起光照射中の連続的な酸素計測が求められる。以上より、励起レーザ光照射中の溶
液の溶存酸素濃度に関する情報の測定において、非接触で連続的な光学的測定を行える本
提案計測法は酸素電極法よりも有用であると考える。 
 
4.6 結言 
	 赤血球膜に内包されるヘモグロビンは、周囲の酸素環境に応じて酸素との結合親和性を
構造変化により変化させ、全身への酸素運搬に重要な役割を果たす。光線力学的治療におけ
る溶血は、対象組織への酸素供給の低下や重度な場合は腎障害の副作用につながる。特に、
薬剤投与後早期の健常組織に対する光線力学的治療では溶血発生リスクが従来より高い可
能性があるので光増感反応による赤血球破裂による溶血作用を十分に調査する必要がある。
著者は、光増感反応による溶血進行を反応効率に関わる溶存酸素情報と併せて測定可能な
光学的計測法を提案する。 
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図表 
 
表 4-1	 血漿の組成 [2]  
成分	 （血漿百分率） 機能 
水	 (91%) 溶媒、体温の分散 
蛋 白 質	
(7%) 
アルブミン (4.06%) 循環血液量の維持、体液恒常性維持 
グロブリン (2.66%) 免疫抗体 
フィブリノゲン (0.28%) 血液凝固素材 
電解質	 (1%) 酸塩基調整、細胞機能の調整 
その他の有機物 (1%) 栄養物 
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表 4-2	 全血、血漿、赤血球の物理化学的性質 [3]  
 全血 血漿 赤血球 
比重 
(男) 1.06-1.06 1.03 
(血清 :1.02-1.03) 
1.10 
(女) 1.05-1.06 
比熱 (cal/(deg*g)) 0.92 0.94 0.77 
pH 7.37-7.46 7.37-7.46 0.1-0.2 
比粘度 
(男) 4.74 1.72-2.03 
(血清 :1.70-2.00) 
 
(女) 4.40 
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表 4-3	 赤血球の形態に関する基準値 [3]  
直径 [µm] 厚さ [µm] 体積 [µm3] 表面積 [µm2] 
7-8 辺縁部	 2 
中心部	 1 
83 145 
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表 4-4 赤血球の主要構成成分 [3]  
  赤血球 赤血球膜 
水 
お 
よ 
び 
蛋 
白 
質 
 (mg/mL) 
単位赤血球体積あたり 
(mg/g) 
単位赤血球膜重量あたり 
水 721±17.3 230 
総蛋白質 371 466 
非ヘモグロビン蛋白質 9.2 450 
ヘモグロビン蛋白質 352.0  
膜蛋白質 6.3  
酵素蛋白質 2.9  
脂 
質 
総脂質 5.1±0.5  
リン脂質 2.98±0.2  
プラスマロゲン 0.56  
遊離コレステロール 1.20±0.08  
脂肪酸 2.0  
その他 0.92±0.18  
無 
機 
成 
分 
 (µ mol/mL・赤血球)  
塩素 78 (111 m mol/L×H2O) 
カリウム 92.6 (132 m mol/L×H2O) 
ナトリウム 8.3 (11.9 m mol/L×H2O) 
マグネシウム 3.1 (4.4 m mol/L×H2O) 
カルシウム 0.017 (0.02 m mol/L×H2O) 
無機リン 0.5 (0.7 m mol/L×H2O) 
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図 4-1	 ヘムの構造 [12] 
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図 4-2	 酸素結合によるヘモグロビンの構造変化 [15]  
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図 4-3	 ヘモグロビンの酸素解離曲線 [3, 10, 17] 
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図 4-4	 ミオグロビンの酸素解離曲線 [13] 
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図 4-5	 ヘモグロビンの吸収スペクトル (文献 [26] より許可を得て引用) 
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図 4-6	 赤色波長および近赤外波長における酸素化ヘモグロビン、脱酸素化ヘモグロビンの
吸収スペクトル [19] 
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表 4-5	 溶血安全性評価表 [29]  
溶血率（％） グレード 
溶血率≦2 非溶血性 
2＜溶血率≦10 軽度の溶血性あり 
10<溶血率≦20 中等度の溶血性あり 
20<溶血率≦40 強い溶血性あり 
40<溶血率 非常に強い溶血性あり 
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図 4-7	 細胞膜の基本構造 
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図 4-8 早期肺癌患者にタラポルフィンナトリウムを 40 mg/m2 (1mg/kg)静脈投与したときの
血漿中タラポルフィンナトリウムおよび総クロリン濃度変化 (文献 [36] より許可を得て
引用) 
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図 4-9 光増感反応環境下における赤血球障害の予想図 
（HbO2: 酸素化ヘモグロビン、HHb：脱酸素化ヘモグロビン、MetHb：メトヘモグロビン） 
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第 5 章	 血管内皮細胞に対する光増感反応作用の in vitro および in 
vivo検討 
 
 
5.1	 緒言 
第 5章では、薬剤投与後早期 (15-60 min, 2.3.4節参照) の健常組織に対する光増感反応を
用いた治療における血管内皮細胞障害を調査することを目的とし、(i) in vitroにおける死細
胞率計測と (ii) in vivo における標本観察により実験的に調査するとともに、それぞれの対
応を検討する。 
 
5.2	 血管内皮細胞の細胞内光感受性薬剤蓄積量 in vitro実験 
細胞に対する光感受性薬剤の分布により、殺細胞機序の異なる細胞内光増感反応と細胞外
光増感反応が起きることを第 2章で述べた。後述の 5.3部で用いる in vitro実験系における
光増感反応による殺細胞機序を検討するために、本 5.2節では光感受性薬剤接触時間に伴う
血管内皮細胞内の光感受性薬剤蓄積量変化を調査する。 
 
5.2.1	 実験方法 
コラーゲンコートされた直径 35 mmの組織培養用ディッシュ (3000-035, IWAKI, 東京) に
継代三代目のヒト臍帯静脈血管内皮細胞 (Human Umbilical Vein Endothelial Cells ; C-12200, 
Promocell, ハイデルベルグ,ドイツ) を播種密度 cells/cm2 となるよう播種し、Endothelial 
Cell Growth Medium 2 Kit (C-22111, Promocell, ハイデルベルグ, ドイツ) の培養液を 2.5 mL
加えた。以下、この細胞を HUVECsと呼ぶ。37℃、5% CO2のインキュベータ内で 5日間培
養し、培養液は 1日おきに交換した。浮遊状態の HUVECsは、播種 1日目において底面に
付着して増殖が進行し、播種 5日目には 100％コンフルエント状態となった。フェノールレ
ッドを含まない Endothelial Cell Growth Medium 2 Kit (C-22216, Promocell, ハイデルベルグ, 
ドイツ) に内皮細胞増殖培地 2 Supplement Pack (C-39211, Promocell, ハイデルベルグ, ドイ
ツ) を混ぜ合わせた溶媒を作製した。以後、この溶媒を ECGM+と呼ぶ。EGCM+に光感受性
薬剤タラポルフィンナトリウム (Meiji Seika ファルマ, 東京) を濃度が 20 µg/mL となるよ
うに溶解し、タラポルフィン溶液を作製した。タラポルフィンナトリウム濃度は、タラポル
フィンナトリウムの認可用量である 40 mg/m2をヒトに単回静脈注射投与したときの、投与
10分後における血漿中薬剤濃度が約 27 µg/mLであることを参考に設定した [1]。播種 5日
目において、培養液を吸引し、各ディッシュあたりタラポルフィンナトリウム溶液を 2.5 mL
加えた。培養時と同じ条件のインキュベータ (37℃, 5% CO2 ) 内で培養しながら、薬剤接触
時間が 5、10、30、60、120 minとなるようタラポルフィンナトリウム溶液と接触させた。
薬剤接触後、内皮細胞増殖培地 2 キット (フェノールレッド不含) を用いて Wash 作業を 2
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回行った。Wash作業により、ECGM+で細胞膜表面についた薬剤を洗い流す作業した。各薬
剤接触時間における HUVECs に対して、タラポルフィンナトリウムの Soret 帯に相当する
波長 400±20 nm で励起したときの蛍光画像を顕微鏡用デジタルカメラ (DP80, オリンパス, 
東京）を設置した顕微鏡 (IX70, オリンパス, 東京) を用いて露光時間 5 s、倍率 10 で撮像
した。このとき蛍光画像はタラポルフィンナトリウムの蛍光波長を含む 600 nmハイパスフ
ィルタを通して撮像した。蛍光画像を撮像後、同位置における明視野画像を撮像した。画像
処理ソフト ImageJ を用いて図 5-1に示すように明視野画像から細胞の位置を特定し、その
細胞の蛍光画像輝度を測定した。無秩序に選んだ 10 個の細胞の平均蛍光輝度を算出した。 
 
5.2.2	 実験結果 
薬剤接触時間に伴う HUVECs 内のタラポルフィンナトリウム由来の平均蛍光輝度変化を
図 5-2に示す。細胞内の平均蛍光輝度は薬剤接触時間 30 minまでは増加率が大きく、30-120 
minでは前段階よりも増加率が減少した。蛍光輝度は薬剤濃度と直接的に相関するため、図
5-2の結果は薬剤接触時間の増加に応じて細胞内にタラポルフィンナトリウムが蓄積してい
ることを示す。 
 
5.3	 種々のアルブミン濃度における細胞外光増感反応による血管内細胞障害 in 
vitro実験 
第 5章では、薬剤投与後早期の光増感反応による血管内皮細胞障害に着目している。薬剤
投与後早期において光感受性薬剤は血管内皮細胞膜周囲、特に血液中に存在し、細胞外光増
感反応による細胞膜損傷により即時的な細胞死であるネクローシスを誘導すると考えられ
る。そこで、細胞外光増感反応が支配的な環境を模擬した in vitro実験系を用いて検討する。
本 5.3部では、この実験系を用いて薬剤接触時間の増加に伴う死細胞率変化を調査し、この
実験系の細胞障害機構を調べる。血管内皮細胞が接している血液と間質液では光増感反応
の殺細胞効果に関係するアルブミン濃度が約 20倍異なるため、それぞれに相当する 2種類
のアルブミン濃度を用いたときの光増感反応による血管内皮細胞障害を急性期 (~2 hr) の
死細胞率計測により調査する。 
 
5.3.1	 実験方法 
血管内皮細胞が播種されている 96 ウェルプレートに対する励起レーザ光照射系を図 5-3
に示す。励起レーザ光源には中心波長 663 nmの半導体レーザ (Rouge-LD-01B, サイバーレ
ーザー, 東京） を用いた。このレーザ光はタラポルフィンナトリウムの Q帯に発振波長を
有する [2]。レーザ光はコア径：273 µm、NA: 0.22、FC-SMAコネクタ付き石英マルチモー
ドファイバにより伝送した。ビームプロファイラー (Beam View Analyzer, コヒレント・ジ
ャパン, 東京) により測定した励起レーザ光出射端の光強度分布はガウシアン類似のビー
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ムであった。4つのウェルを同時に励起レーザ光照射するために、4ウェル分の励起レーザ
光透過窓をもつ遮光板を照射台として使用した。4ウェルに対して励起レーザ光を照射した
際の光強度分布を図 5-4に示す。また、それぞれのウェルの光強度をパワーメータ (PS19Q, 
コヒーレント, カリフォルニア, アメリカ） を用いて測定し、これをウェル底面での放射照
度とした。各ウェルの放射照度のばらつきは 5％以下であった。 
継代三代目のヒト臍帯静脈血管内皮細胞 (5.2.1節と同じ) をコラーゲンコートされている
直径 6.9 mmの 96 ウェルプレート (NCO3904, コーニング, ニューヨーク, アメリカ) に播
種密度 cells/cm となるよう播種し、5.2.1 節と同条件で 5 日間培養した。このとき、各
ウェルに 100 µLの培養液を入れた。 
Dulbecco's Modified Eagle Medium: Nutrient Mixture F-12 (Invitrogen, カリフォルニア, アメリ
カ ) に 10% Fetal Bovine Serum (Invitrogen, カリフォルニア , アメリカ ) と 100 unit/ml 
Penicillin (Invitrogen, カリフォルニア, アメリカ) 、100 µg/ml Streptomycin (Invitrogen, カリ
フォルニア, アメリカ) を混合することで間質液中に相当するアルブミン濃度 2.1 mg/mLの
溶液を作製した。以下、この溶液を DMEM+と呼ぶ。EGMC+にヒトアルブミン (A9731-10G, 
SIGMA-ALDRICH, ミズーリ, アメリカ) を混合することで、血液中に相当するアルブミン
濃度 40 mg/mLの溶液を作製した。アルブミン濃度 2.1 mg/mLおよび 40 mg/mLの溶液それ
ぞれにタラポルフィンナトリウムを濃度 20 µg/mLとなるように溶解させたものを薬剤溶液
として用いた。 
播種 5 日目において、培養液を吸引し各ウェルあたりタラポルフィンナトリウム溶液を
100 µL 加えた。インキュベータ (37℃, 5% CO2) 内で培養しながら、薬剤接触時間が 15、
30、60、120 minとなるようタラポルフィンナトリウムと接触させた。図 5-3に示す光増感
反応作用系を用いて、各薬剤接触時間経過後の HUVECsに対し放射照度 60 mW/cm2で放射
照射量が 10-20 J/cm2となるよう照射時間を変化させた。さらに、薬剤接触時間 60 minにお
いて、放射照度を 30-120 mW/cm2と変化させ、それぞれの放射照度において放射照射量が
2.5-40 J/cm2となるよう照射時間で調整した。 
死細胞率の算出は、広く用いられているWST法を用いた。WST法とは、還元発色試薬と
生細胞中の脱水素酵素活性を利用して、吸光度測定により細胞数を計測する方法である [3]。
WST アッセイ用の試薬キットとして Cell Counting Kit-8 (CK04, 同人化学研究所, 熊本) を
用いた。以下、この溶液を CCK-8 と呼ぶ。WST 法は水溶性テトラゾリウム塩化合物 2 (2-
methoxy-4-nitrophenyl)-3-(4-nitrophenyl)-5-5(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolium,monosodium salt
の図 5-5に示す反応機構を利用する。以下、この化合物をWST-8と呼ぶ。 WST-8はミトコ
ンドリア内の脱水素酵素により還元され、水溶性であるWST-8ホルマザンを生成するため、
WST-8 ホルマザンの量は生細胞数に比例する。WST-8 ホルマザンの吸光度を測定すること
で生細胞数を相対的に求めることができる。励起レーザ光照射後にウェル内の薬剤溶液を
吸引し、DMEM+と CCK-8とが 10:1となるよう調整した溶液を 0.1 ml/well滴下し、インキ
410 2
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ュベータ (37℃, 5% CO2) 内で2時間培養した。WST-8ホルマザンは図5-6のような吸収ス
ペクトルを持つため [3]、タラポルフィンナトリウムの吸収スペクトルを考慮し、各ウェル
溶液の波長450 nmにおける吸光度をCCK-8接触2時間後に測定した。このとき、撹拌を意
図して吸光度測定の前にウェルプレートに15 秒間振動を機械的に与えた。得られた吸光度
を用いて、以下の式 (5.1) より死細胞率RDC [%]を求めた。	
𝑅#$=𝐴'(−𝐴*+',-.+/𝐴'(−𝐴/( 	×100																											(5.1) 
ここで、死細胞 100%、死細胞 0%の吸光度をそれぞれ𝐴/(、𝐴'(とし、測定した吸光度を
𝐴*+',-.+/とした。放射照度120 mW/cm2、放射照射量72 J/cm2照射したときに細胞が完全死
することを、全細胞核染色液であるHoechst 33342 (H342, 同仁化学研究所, 熊本) および死
細胞の核酸染色液である Propidum iodide (P378, 同仁化学研究所, 熊本) を用いた予備実験
において確認した。この条件の光増感反応を行った細胞群の吸光度を死細胞100%における
参照値とし、薬剤に接触のみで光照射を起こさない細胞群の吸光度を死細胞0%における参
照値とした。 
 
5.3.2	実験結果 
図 5-7に薬剤接触時間に対する各放射照射量およびアルブミン濃度での光増感反応による
血管内皮細胞の死細胞率を示す。アルブミン濃度2.1 g/Lの薬剤溶液において、同じ放射照
度における薬剤接触時間条件間のp値は、一部の条件以外はp値が0.1以上であり有意差内
で同じであった。放射照射量40 J/cm2における薬剤接触時間60 minと120  min間のp値は
0.05以下であり有意差を得た。アルブミン濃度 40  g/Lの薬剤溶液において、薬剤接触時間
条件間のp値は、一部の条件以外はp値が0.1以上であり有意差内で同じであった。放射照
射量40 J/cm2における薬剤接触時間15 minと30 min間のp値は0.05以下であり有意差を得
た。一部に有意差が認められたものの、薬剤接触時間に依存する死細胞率変化は確認されな
かった。図5-8に放射照射量に対する各放射照度およびアルブミン濃度での光増感反応によ
る血管内皮細胞の死細胞率を示す。アルブミン濃度2.1 g/Lの薬剤溶液での実験では、放射
照射量の増加に伴い死細胞率が単調に増加し、20 J/cmにおいて死細胞率がほぼ100％であ
った。一方、アルブミン濃度40 g/Lの薬剤溶液での反応では、40 J/cm2においても死細胞率
がほぼ0％で大部分が生存していた。 
 
5.4	薬剤投与後早期の健常血管への光増感反応による血管内皮細胞障害 in 
vivo実験 
5.3部で行った生体環境を考慮したin vitro実験結果に対して、in vivoでの障害性と比較す
るために、光感受性薬剤投与後早期のイヌ健常血管に励起レーザ光を照射したときの血管
内皮細胞の障害性を標本観察により調査する。 
2
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5.4.1 実験方法 
この実験はヘルシンキ条約および動物愛護法に基づき、実験を施行した (株) アイビーテ
ック (東京,日本) の生命倫理規約を遵守して十分な麻酔によって動物に苦痛を与えないよ
うに行った。塩酸ケタミン注射液 (ケタラール; 第一三共プロファーマ, 東京) を 10  mg/kg
と塩酸キシラジン (セラクタール; バイエル薬品株式会社, 東京) を 2  mg/kg注射して鎮静
させ、5%イソフルラン (フォーレン; アボットジャパン株式会社, 東京) と 100%酸素の麻
酔ガスを流量1.5-2.0  L/minで導入して麻酔下に置いた。気管挿管を行い、2%イソフルラン
の麻酔混合ガスを流量 1.5-2.0  L/minで導入して吸入麻酔に切り替え、実験中全身麻酔状態
を維持した。ビーグル犬 (体重約9.2 kg, 月齢10ヶ月) の左右の頸静脈を外科的に露出させ
た。拡散プローブとして 70 mmの拡散長をもつ 250 µmΦのプラスチック光ファイバーに
800 µmΦの細径 PEBAX®透明チューブを外装させたものを用いた。この自作の拡散プロー
ブは70 mmの拡散長において円周方向と軸方向において拡散光のばらつきが25％以下で均
一に照射する構造をもつ。拡散プローブを血流方向に沿って頸静脈の外膜に接置した。タラ
ポルフィンナトリウムを生理食塩水 (大塚生食, 大塚製薬工場, 東京) に溶解し、2.5  mg/kg
の濃度にて橈骨静脈より投与した。薬剤投与30 min後に、波長663 nmの赤色レーザ光を単
位長さあたりの拡散体単位長さ当たりの放射光パワー21  mW/cmで167 sおよび667 s間照
射した。線状光拡散体を用いた研究では、照射量表示法として単位長さあたりの投入光パワ
ーの単位mW/cmが一般に用いられる [4,  5]。21  mW/cmのとき、拡散プローブのチューブ
外側表面における放射照度は 84  mW/cm2と見積もられる。式 (5.2) を用いて血管外膜側か
ら血管内皮細胞に伝わる放射照度を算出した [6]。 
𝐼	(𝑧)=𝐼9exp(−µ+>>𝑧)																																								(5.2) 
ここで、本 5.4部の実験において zは血管外膜を基準点として血管内膜方向に向かう距離
を示し、I (z)は距離ｚにおける放射照度とした。µ+>>は組織内における光の吸収係数と多重
散乱により求めた実行的な減衰係数である。生体の光学特性の表示法に関する詳細は、付録
Bに記す。組織標本より求めたイヌの頸静脈厚みは570±40 µmであった。ヒト大動脈の波
長632.8 nmにおけるµ+>>の報告値8 cm-1 [7] を用い血管内皮細胞への放射照度を算出したと
ころ、53±2 mW/cm2であった。励起レーザ光照射時の血漿中薬剤濃度を以下の方法で得た。
左橈骨静脈より採血した血液に対して4℃、回転数3500 rpm (1917 g) で5  min遠心分離機 
(テーブルトップ冷却遠心機 2800, 久保田商事, 東京) により遠心分離した。上澄み液のタ
ラポルフィンナトリウムの Q帯に相当する波長 670  nmにおける吸光度を微量分光光度計 
(Colibri Microvolume Spectrometer, フナコシ, 東京) を用いて測定した。得られた吸光度に対
し、予め求めた40 mg/mLのアルブミン濃度溶液を溶媒としたときの薬剤濃度と吸光度の関
係を示す式 (5.3) の検量線を用いて濃度換算した 
𝑦=0.04𝑥+0.21																																	(5.3) 
ここで、yは吸光度、xは濃度 [µg/mL] を示す。 
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血液中のアルブミン濃度はSRLメディサーチ (東京, 日本) に依頼し、ブロムクレゾールグ
リーンを用いた色素結合法であるBCG法より測定した。励起レーザ光照射約30 min経過後に
ビーグル犬を犠牲死させた。犠牲死後に血管を摘出し10％ホルマリン溶液に漬け、固定し
た。血管内皮細胞と血小板の状態を観察するために、摘出血管を血流に対し垂直方向で2 mm
幅で切り出し、血管断面を内皮細胞マーカー抗体であるvon Willebrand Factorで染色した。血
管の断面の組織標本を顕微鏡 (5.2.1節と同じ) により撮像した。 
 
5.4.2	 実験結果 
光照射領域における血管の断面を von Willebrand Factor で染色した組織標本を図 5-9 に示
す。光照射時のタラポルフィンナトリウム濃度は 14 µg/mL、アルブミン濃度は 30 mg/mLで
あった。光照射を施行しない標本 (図 5-9 (a)) と比較すると、光照射時間 167 sの 9 J/cm2の
光照射条件 (図 5-9 (b)) では、血管内皮細胞に僅かな形態変化が起きているようにみえる。
光照射時間 667 sの 35 J/cm2 (図 5-9 (c)) では、血管内皮細胞が所々途切れており、さらに血
小板の付着が確認できる。 
 
5.5	 考察および Limitation 
薬剤接触時間の増加に伴い、細胞内のタラポルフィンナトリウム濃度に相関する相対蛍光
輝度は増加した (図 5-2)。一方、死細胞率は薬剤接触時間に依存しなかった (図 5-7)。この
結果より、5.3部の実験条件下では、計測した死細胞率は細胞内タラポルフィンナトリウム
濃度に依存せず、用いた in vitro系は計画通り細胞外光増感反応が支配的な障害を捉えてい
ると考えられる。これは、5.3部の in vitro系が細胞周囲に高濃度でタラポルフィンナトリウ
ムが存在する特有の状況下で励起レーザ光を照射し、照射後 2 時間の即時的な障害を計測
しているためと考えられる。血液中アルブミン濃度に相当する 40 mg/mLの薬剤溶液の光増
感反応による殺細胞効果が間質液中アルブミン濃度に相当する 2.1 mg/mL の薬剤溶液より
も著しく低いのは、アルブミンと結合していない遊離タラポルフィンナトリウムが減少し
たためと考えられる。タラポルフィンナトリウムはアルブミンとの高い結合親和性をもち、
この結合により光増感反応の酸化作用がアルブミンに消費されるため殺細胞効果が低下す
ると報告されており、図 5-8はこの報告と同じ傾向を示した [8, 9]。生体環境において、血
管内皮細胞は血液と血管壁に接しており [10] 、血管壁におけるアルブミン濃度は血液から
の拡散により間質中アルブミン濃度より高いと予想できる。すなわち、血管内皮細胞はアル
ブミン濃度 2.1-40 mg/mLに相当する障害を受けると考えられる。図 5-9に示す in vivoでの
血管内皮細胞の障害性は、同程度の光照射条件における in vitroの実験結果における血液中
相当のアルブミン濃度と間質液中アルブミン濃度の障害性の間であると考えられる。細胞
外光増感反応が支配的な本 in vitro系を用いて血管内皮細胞周囲のアルブミン濃度に着目す
ることで、薬剤投与後早期の健常血管内皮細胞における障害性と対応づいた基礎研究を行
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える可能性が示唆された。 
ここで、上記では in vitro実験結果での障害性を in vivo実験での障害性と比較したが、以
下の 5項目に関して in vitroと in vivoで状況が異なることに関しては検討していない。 
(i) 対象としている血管内皮細胞は動物種および血管の箇所ともに異なる。in vitro実験で
用いた HUVECs は血管内皮細胞に関する基礎研究に最も広く使われている細胞であ
り、その他の血管における内皮細胞への対応性が高いことが考えられる。 
(ii) 障害の測定を行った光増感反応施行後からの経過時間が異なる。in vitro実験では励起
レーザ光照射後 2時間における活性を調査したのに対し、in vivo実験では約 30 minで
あった。 
(iii) 障害の評価法が異なる。in vitro実験では血管内皮細胞の呼吸活性による死細胞率を評
価したが、in vivo実験では血管内皮細胞の状態や血小板凝集を von Willebrand Factor染
色標本で確認しただけで生理機能は評価していない。 
(iv) アルブミンの動物種が異なる。タラポルフィンナトリウムとアルブミンの結合親和性
は動物種により異なることが報告されている。in vitro実験ではウシもしくはウシとヒ
トを混合したアルブミンを用いたのに対し、in vivoではイヌを対象としている。 
(v) 血管内皮細胞に対する励起レーザ光照射状況が異なる。in vitro実験では容器底面に接
着している血管内皮細胞に対し下から励起レーザ光照射を行うため、励起レーザ光は
はじめに血管内皮細胞に照射される。一方、in vivoでは励起レーザ光はアルブミン含
有体液である血管壁もしくは血液側を介して血管内皮細胞に届く。このため、周囲の
薬剤や酸素環境が異なると考えられる。 
 
5.6	 結言 
第 5章では、タラポルフィンナトリウム投与後早期における健常血管への励起レーザ光照
射が血管内皮細胞に及ぼす障害性を (i) 細胞外光増感反応による殺細胞効果が支配的な in 
vitro系を用いて、2種のアルブミン濃度を用いた際の放射照射量に対する死細胞率のパラメ
ータスタディと (ii) in vivo における標本観察により実験的に調査するとともに、それぞれ
の対応を検討した。本実験で用いた in vitro実験法は、in vivo実験との対応を示唆しており、
細胞外光増感反応による血管障害の基礎検討法に役立つと考える。 
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図表 
 
 
図 5-1	 細胞内蛍光量計測における顕微鏡画像 (a) 明視野画像、(b) 蛍光画像  
明視野画像において対象細胞の 10個を選定し、蛍光画像おいて選定箇所の蛍光量を輝度
より取得した (露光時間 5 s)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(a) (b)
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図 5-2	 血管内皮細胞内のタラポルフィンナトリウム由来の平均蛍光輝度の薬剤接触時間
依存性 (N=10) 
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図 5-3	 血管内皮細胞に対する光増感反応作用系 
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図 5-4	 4ウェルに照射したときの励起レーザ光の光強度分布 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2 mm
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図 5-5	 WST-8 の反応機構 [3] 
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図 5-6	 WST-8ホルマザンの吸収スペクトル (文献 [3] より許可を得て引用) 
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図 5-7	 各放射照射量およびアルブミン濃度における血管内皮細胞障害の薬剤接触時間依
存性 (N=4-8) 
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図 5-8	 各放射照度およびアルブミン濃度における血管内皮細胞障害の放射照射量依存性 
(N=8) 
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図 5-9	 イヌ頸静脈に対して血管外から励起レーザ光照射を行ったときの血管内側の von 
Willebrand Factor染色画像 (a)光照射なし (b) 21mW/cm, 167 s (8.9 J/cm2) (c) 21 mW/cm, 667 s 
(35.4 J/cm2) 
イヌ頸静脈に対して薬剤投与 30 min経過後の血液中タラポルフィン濃度 14 µg/mL、アル
ブミン濃度 30 mg/mLの条件下で励起レーザ光照射を行った。 
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第6章	赤血球に対する光増感反応作用in vitro検討における連続計
測装置の開発 
 
 
6.1	緒言 
	光増感反応による赤血球膜破裂およびヘモグロビンの酸化進行を、反応速度を支配する
酸素の情報と併せて経時的に明らかにすることを目的に、ヘモグロビン分光に着目した提
案計測法の原理に関して4.5部で述べた。第6章では、この原理に基づいた計測を行うため
の試料条件の選定を行い、提案計測法に基づく経時計測系を構築する。計測系の測定精度を
調査した上で、構築した計測系を用いて励起レーザ光照射中の血液試料の透過吸収スペク
トルを測定し、各種ヘモグロビン濃度変化を求める。 
 
6.2	透過吸収スペクトルが測定可能な血液試料のヘマトクリット値選定 
	提案計測法ではヘモグロビンの酸化および酸素脱着に伴い変化する吸収スペクトルに
着目し、血液試料の透過吸収スペクトル測定を行う。赤血球は散乱および吸収が大きい試料
であるため、標準ヘマトクリット値である約 40％に合わせた赤血球混濁液試料では十分な
透過光を得ることが困難である [1]。本6.2部では、提案計測法における血液試料の透過吸
収スペクトル測定に適したヘマトクリット値を選定することを目的とし、血液試料のヘマ
トクリット値を変化させたときの透過吸収スペクトルを測定した。 
 
6.2.1	実験方法 
0.9%生理食塩水 (大塚生食, 大塚製薬工場, 徳島) にタラポルフィンナトリウム（Meiji 
Seika ファルマ, 東京）を 30 µg/mLより約 10%高濃度となるように溶解させた。タラポル
フィンナトリウム溶液の濃度は、微量分光光度計 (Colibri  Microvolume  Spectrometer,フナコ
シ, 東京) を用いて波長653 nmにおける吸光度 (光路長1 mm) から求めた。波長653 nmは
生理食塩水を溶媒とするタラポルフィンナトリウム溶液の Q帯吸収ピーク波長である（図
6-1参照）。生理食塩水を溶媒としたときの薬剤濃度と吸光度の関係を測定したところ、式 
(6.1) の検量線を得た。この検量線の決定係数R2は1.00であった。 
𝑦=2.84×10*+𝑥+6.32×10*0																																(6.1) 
ここで、yは吸光度、xは濃度 [µg/mL] を示す。この検量線を用いて、調整したタラポルフ
ィンナトリウム溶液の濃度を吸光度より算出した。 
兎脱繊維血 (0106-1, 日本バイオテスト研究所, 東京) を遠沈管に10 mL入れ、遠心分離機
(5.4.1節と同じ) を用いて4℃の環境下において回転数3500 rpm (1917×g) で10 min遠心分
離を行った。安定した光学計測を行うために、励起レーザ光照射中に赤血球凝集が生じな
いよう、赤血球凝固因子であるフィブリノゲンを完全に除去した脱繊維血を選定した。ピ
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ペットを用いて慎重に上澄みの血漿を取り除き、血球成分のみとした。以下の (i) , (ii) の
洗浄作業を二回繰り返した。 
(i) 全体が 10 mLとなるよう血球成分に 0.9%生理食塩水を加えて全体を混ぜ合わせた。 
(ii) 上記と同条件 (4℃, 3500 rpm, 10 min) で再び遠心分離をかけ、同様に上澄み液を取り
除いた。 
洗浄した血球成分を取り出し、0.9%生理食塩水と丁寧に混ぜ合わせヘマトクリット 40％
の赤血球混濁液を作成した。ヘマトクリット 40％の赤血球混濁液に対し、作製したタラポ
ルフィンナトリウム溶液と生理食塩水を加え、ヘマトクリット 0.625-10%、タラポルフィン
ナトリウム 30 µg/mL の赤血球混濁液試料を作成した。タラポルフィンナトリウム濃度は、
タラポルフィンナトリウムの認可用量である 40 mg/m2をヒトに単回静脈注射投与したとき
の、投与 10分後における血漿中薬剤濃度が約 27 µg/mLであることを参考に設定した [2]。
光路長 1 mmのガラスセル (KN3316550, テックジャム, 大阪) に赤血球混濁液試料を 150 µl
注入し、血液試料を作製した (図 6-2 (a))。この血液試料に対して図 6-2 (b) に示す実験系を
用いて放射照度 120 mW/cm2で 40 J/cm2となるよう 333 s光照射を行った。5.3.1節と同じ伝
送ファイバーおよび波長 663 nm励起レーザ光源を用いた。 
励起レーザ光による光照射前後において、血液試料の波長 475-600 nmにおける吸光度を積
分球装着の紫外可視近赤外分光光度計 (UV3600, 島津製作所, 静岡) を用いて波長間隔 1 
nm で測定した。このとき、ハロゲンランプ光源を用い、測定光照射領域 (高さ 11 mm, 幅
4.5 mm の長方形型) の中心部を赤血球混濁液の中心部と一致させた。光学ガラスセルに生
理食塩水を入れた試料を参照試料とした。ヘマトクリット 5%、0.625％の血液試料の反射率
を同じ分光光度計を用いて測定した。 
 
6.2.2	 実験結果および考察 
	 各ヘマトクリット値における光増感反応前および光増感反応後の血液試料の透過吸収ス
ペクトルをそれぞれ図 6-3および図 6-4に示す。光増感反応前は波長 541 nmと 577 nm付近
に２つのピークを持つ酸素化ヘモグロビン由来のスペクトルを示した。光増感反応後はこ
の二峰性ピークが消滅した。ヘマトクリット 5%と 0.625%の血液試料において実測した透
過率と反射率を用いて IAD 法 [3] で求めた波長 663 nm における光侵達長（1/µeff）はそれ
ぞれ 1.7 mmと 5.5 mmであった。また、各ヘマトクリット値の波長 475-600 nmにおける吸
光度測定の平均値に対する標準偏差の割合を示す変動係数の平均値は図 6-5に示すように、
ヘマトクリット 2.5％で最小となった。 
	 光増感反応前後における血液試料の吸収スペクトルの形状変化は、光増感反応による酸
素消費および酸化作用を反映していると考えられる。ヘマトクリット値 10％以下の血液試
料では、吸収係数と散乱係数はヘマトクリット値と線形関係であることが報告されており 
[1]、ヘマトクリット値変化による凝集などの要因はないと考えられる。ヘマトクリット値
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5％以下において吸光度測定の波長 475-600  nmにおける変動係数の平均値は 9.0×10-2未満
に収まった。ヘマトクリット値 0.645％以下のとき、濃度 30 µg/mLのタラポルフィンナト
リウム分子数がヘモグロビンの分子数を上回る [2,  4,  5]。加えて、ヘマトクリット0.625％
の血液試料における励起レーザ光の中心波長である 663  nmでの光侵達長は実測結果より
5.5 mmであり、これは光学ガラスセルにおける励起レーザ光の光路長10 mmの半分以上を
占める。以上より、以降の提案計測法の実験における血液試料のヘマトクリット値を0.625%
とした。 
 
6.3	血液試料における各種ヘモグロビン濃度の光増感反応条件依存性 
本6.3部では、6.2部で確認された励起レーザ光照射前後における吸収スペクトルの形状変
化が光増感反応により生じたものかを検討するため、光感受性薬剤濃度と放射照射量を変
化させたときの吸収スペクトル変化および実測した吸収スペクトルから各種ヘモグロビン
濃度を解析する方法を検討した。 
 
6.3.1	実験方法 
6.3.1.1	光増感反応による血液試料の吸収スペクトル変化 
	6.2.1節と同様の手順においてブタ赤血球 (芝浦臓器, 東京)を用いてヘマトクリット
0.625%、タラポルフィンナトリウム濃度1, 5, 30 µg/mLの血液試料を作製した。作製した血
液試料に対し、6.2.1節と同様の光照射系を用いて放射照射量を次のように変化させた。タ
ラポルフィンナトリウム濃度が 1,  5 µg/mLの血液試料は 20 J/cm2、タラポルフィンナトリ
ウム濃度が 30 µg/mLの血液試料は2.5-20 J/cm2とした。ヘマトクリット0.625%に該当する
赤血球数を蒸留水に溶解させ完全溶血を起こした溶血試料を作成した。光照射後の血液試
料および溶血試料に対し、6.2.1節と同様の条件で吸光度を測定した。 
 
6.3.1.2	実測吸収スペクトルに対する重回帰分析 
	血液試料の実測吸収スペクトルから各種ヘモグロビン濃度を解析することを目的として、
重回帰分析を行った。重回帰分析とは複数の独立変数から１つの量的変数を予測および説
明する解析法である [6]。本実験では式（6.2）のような重回帰モデル式を定義した。 
𝑦567 =𝑏9+𝑏+𝑥+5:+	𝑏0𝑥05:+	𝑏;𝑥;5:+	𝑏<𝑥<5:																			(6.2) 
ここで、式 (6.2) に含まれる各変数の説明を表6.1にまとめた。このとき、赤血球混濁液試
料の実測値𝑦5:と従属変数𝑦567の残差平和∑>𝑦5:−𝑦567@
0
A が最小となるような回帰係数を求めた。
これは最小二乗法と呼ばれている [6-8]。波長領域475-600 nmにおいて波長間隔1 nmで測
定を行ったため、λCは126点のデータ数を用いた。重回帰分析は数値解析ソフトウェアであ
るMATLAB® (R2018a (9.4.0.813654),  MathWorks, マサチューセツ, アメリカ) のlsqlin関数
を用いて行った [9]。重回帰分析は各時刻における実測吸収スペクトルに対してそれぞれ行
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った。 
 
6.3.2	 実験結果および考察 
	 光感受性薬剤濃度および放射照射量を変化させたときの各吸収スペクトルはそれぞれ図
6-6および図 6-7のようになった。光増感反応の条件が強くなるに従い、541 nmと 577 nm
付近に２つのピークを持つ酸素化ヘモグロビン由来のスペクトルが減少し、500 nm 付近に
単一ピークを持つメトヘモグロビン由来の吸収スペクトルが出現した。この吸収スペクト
ルに対し 6.3.1.2 項で述べた重回帰分析を行い、各種ヘモグロビン濃度を算出した結果を図
6-8および図 6-9に示す。求めた回帰係数より得た算出吸収スペクトルと実測スペクトルは、
全ての時刻のスペクトルにおいて相関係数 Rが 0.99以上であり、高い相関性を得ることが
できた。光感受性薬剤濃度と放射照射量の増加、すなわち光増感反応の程度の増加に伴い、
メトヘモグロビン濃度の増加が確認できた。これは光増感反応による酸化進行に対応する
ものと考えられる。また酸素化ヘモグロビン濃度の減少、および脱酸素化ヘモグロビン濃度
の増加を確認できた。これは、光増感反応による酸素消費に対応するものと考えられる。 
メトヘモグロビン、酸素化ヘモグロビン、脱酸素化ヘモグロビンの濃度を加算した総ヘモ
グロビン濃度は、図 6-8 に示す光感受性薬剤濃度を変化させた実験ではその変化領域で
0.20±0.01 g/dL、図 6-9 に示す放射照射量を変化させた実験ではその変化領域で 0.21±0.01 
g/dL であった。ブタ血液試料のヘマトクリット値とそれに対応するヘモグロビン濃度の報
告値を用いると、血液試料条件として用いたヘマトクリット 0.625%の総ヘモグロビン濃度
は、約 0.19 g/dLと予想される。報告値より算出した総ヘモグロビン濃度と提案計測法によ
り求めた総ヘモグロビン濃度の誤差は 10%未満で一致し、この誤差は動物の品種、個体差、
試料調整による影響と説明可能である。以上より、(i) 重回帰分析で得られた回帰係数から
算出した吸収スペクトルと実測値の吸収スペクトルの間には高い相関係数が得られた、(ii) 
解析結果により求めた総ヘモグロビン濃度が文献値と同程度であった、ことが分かり提案
計測法より得られた各種ヘモグロビン濃度は妥当であると考えられる。 
放射照射量を変化させたときの光増感反応の進行を検討するためにタラポルフィンナト
リウムの Q 帯波長域におけるピーク値の変動に着目する。光増感反応が進むと光感受性薬
剤も酸化作用を受け分子構造が変化し、Q帯ピーク値が減少することが報告されている [10, 
11]。図 6-10にタラポルフィンナトリウムの Q帯を含む波長 600-700 nmにおける血液試料
の吸収スペクトルを示す。放射照射量の増加に伴いピーク値が減少し、Q帯ピーク波長が長
波長シフトしている。図 6-11に放射照射量とタラポルフィンナトリウムの Q帯ピーク値お
よび Q帯ピーク波長の関係を示す。タラポルフィンナトリウムの Q帯ピーク値の減少は光
増感反応進行を反映していると考えられる。Q帯ピーク波長の長波長シフトは、タラポルフ
ィンナトリウムが遊離ヘモグロビンと結合したためと思われる。タラポルフィンナトリウ
ムの Q 帯ピーク波長の長波長シフトが遊離ヘモグロビンの産生によるものか検討するため
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に、タラポルフィンナトリウムを含む赤血球混濁液と溶血させた試料の吸収スペクトルを
比較する (図 6-12)。このとき励起レーザ光照射は行っていない。遊離ヘモグロビンが主に
存在する溶血試料は赤血球混濁液よりも Q 帯ピーク波長が長波長シフトしていた。このた
め、図 6-10や図 6-11に示す放射照射量の増加に伴う Q帯ピーク波長の長波長シフトは光増
感反応進行に伴い溶血が発生し、それにより遊離したヘモグロビンがタラポルフィンナト
リウムと結合したためと思われる。タラポルフィンナトリウムは血清タンパクであるアル
ブミンと結合し Q 帯ピーク波長が長波長シフトすることが知られている [12]。アルブミン
との結合により長波長シフトしたときの Q帯ピーク波長は 664 nmで [12]、本 6.3.部での実
験における 20 J/cm2の結果とほぼ同程度である。図 6-12において光増感反応を起こしてい
ない溶血試料の吸収スペクトルは赤血球混濁液試料の吸収スペクトルよりも全体的に下降
している。この原因は、溶血試料の方が赤血球混濁液試料よりも散乱が小さいためと考えら
れる。三種のヘモグロビンの等吸収点である波長 522 nmにおける吸光度が一致するよう実
測した吸収スペクトルを規格化し、Q帯ピーク値変化に注目することで、溶血進行による散
乱変化も考慮した反応進行を検討可能と考える。本実験では、提案計測法の原理に基づく光
増感反応による血液試料の酸化進行を吸収スペクトル測定により取得可能か確認すること
が目的であるため、規格化は行っていない。 
 
6.4	 提案計測法に基づく連続計測装置の構築 
	 6.3部において、既存の分光光度計を用いた間欠的な測定により、光増感反応条件に依存
するメトヘモグロビン、酸素化ヘモグロビン、脱酸素化ヘモグロビン濃度の変化を確認し
た。これらの変化は光増感反応による酸化進行と酸素消費を反映していると考えられ、着想
した提案計測法の原理の妥当性が示唆された。そこで、本 6.4部では、励起レーザ光照射を
行うと共に血液試料の吸収スペクトルを同時かつ経時的に測定可能な光学系を構築する。 
 
6.4.1	 設計 
	 	 提案計測法に基づき構築した系の模式図を図 6-13 に示す。励起レーザ光照射中の血液
試料の吸収スペクトルを連続的に測定するため、励起レーザ光軸と吸収スペクトル測定光
軸が血液試料上で直交するように配置した。異なる角度から見たそれぞれの光軸と血液試
料の光学的配置を図 6-14に示す。構築した実験系の写真を図 6-15に示す。5.3.1節と同じレ
ーザ光伝送ファイバーおよび波長 663 nmの励起レーザ光源を用いた。構築した系における
励起レーザ光の光強度分布を図 6-16 に示す。血液試料の赤血球混濁液試料の高さ全域にレ
ーザ光が当たるよう、レーザ光のビーム径は 15 mmΦにした。レーザ光に対する血液試料
の光路長は 10 mmである。吸収スペクトル測定光源には、キセノンランプ (RX-3300, 町田
製作所, 千葉) を用いた。透過吸収スペクトル測定光の波長域は血液試料のタラポルフィン
ナトリウムのQ帯ピーク波長 653 nmと重ならないようフィルターで 470-650 nmと限定し、
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励起レーザ光のみが光増感反応に寄与するようにした。フィルターは470 nmハイパスカッ
トフィルター (LVX470, 朝日分光, 東京)  [13] と 650  nmローパスフィルター (SVX650, 
朝日分光, 東京) [14] を用いた。これらのフィルターを介した吸収スペクトル測定光の透過
光スペクトルを図6-17に示す。吸収スペクトル測定光のビーム径は7 mmΦであり、自作の
直径4 mmΦアパーチャを通して血液試料に照射した。血液試料の吸収・散乱が大きいこと
を考慮し、測定光に対する血液試料の光路長を1 mmとし、測定箇所は励起レーザ光の出射
側となるよう配置した (図 6-14)。また、血液試料に対する吸収スペクトル測定光の透過光
は積分球を介して高速マルチチャンネル分光器 (C10027-02, 浜松ホトニクス, 静岡) に受
光するよう配置し、試料散乱の影響を抑制した (図 6-13)。ここで励起レーザ光が散乱体で
ある血液試料に当たり積分球内に迷光する影響を考慮し、分光器の受光センサの前に 655-
665 nmノッチフィルタを配置した。このとき、分光器の測定波長領域は195-958 nmであり、
タラポルフィンナトリウムの蛍光波長である670 nm付近の分光器検出カウント数も同時か
つ連続的に測定可能である。 
 
6.4.2	吸収スペクトル測定系の精度検討 
	6.4.1節で構築した実験系の吸光度測定精度を把握することを目的に、連続的な吸光度測
定に影響を及ぼすと考えられる、 (i) 吸収スペクトル測定光の照射時間に伴う光強度のば
らつき、(i) 時間経過に伴う血液試料の赤血球沈殿、の影響に関して検討する。 
	6.2.1節に記載した手順において兎脱繊維血を用いてタラポルフィンナトリウムを含まな
いヘマトクリット 0.625%の赤血球混濁液試料を作製した。光学ガラスセルに生理食塩水を
入れた試料を光学測定の参照試料とした。これらの試料に、6.4.1節で構築した実験系を用
いて吸収スペクトル測定光照射中における波長475-600 nmの透過光を図6-13内の分光器で
測定した。透過光スペクトルは波長間隔0.75  nmにて1 s間隔、333回連続的に測定した。
このとき、励起レーザ光は照射していない。測定開始からの時刻tにおける波長𝜆Aの赤血球
混濁液試料の吸光度A	>𝜆A,G@	を以下の式 (6.3) により算出した。	
A	(𝜆A,G)=−log+9K
𝐼MN,O
𝐼9PN
Q																																																			(6.3) 
ここで𝐼MN,Oは赤血球混濁液試料の時刻t、波長𝜆A,Gにおける分光器検出カウント数を示し、𝐼9PN
は参照試料の波長𝜆Aにおける分光器検出カウント数の照射時間333 sにおける平均値を示す。
𝜆Aは波長域475-600 nm、波長間隔0.75 nmをとる。 
(i) 吸収スペクトル測定光の各波長における照射時間に伴う参照試料の分光器検出カウン
ト数の変動係数を求めたところ、最大でも波長559 nmにおいて4.0×10-3であった。赤血球
混濁液に対する連続的な吸光度測定において、照射時間に伴う吸光度の標準偏差は最大で
も波長479 nmにおいて8.6×10-3であり、変動係数は2.5×10-2であった。赤血球混濁液の吸
収スペクトル測定における変動係数 2.5×10-2のうち、上述の参照試料に対する偏差の幅を
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適用すると約 6.0×10-3が吸収スペクトル測定光の照射時間に伴うばらつきによるものと推
定される。(ii) 時間経過に伴う赤血球沈降の影響は、光照射 333 s間での最大変動係数が 2.5
×10-2であるのに対し、沈殿の影響が少ないと考えられる光照射 10 s間における測定の最大
変動係数は 2.7×10-2であることから、本計測において沈降による影響は測定精度範囲内で
あり無視できると考えられる。 
 
6.4.3	 提案計測法に基づく計測・反応条件の影響 
6.4.3.1	 光感受性薬剤接触による影響調査 
タラポルフィンナトリウム溶液への接触が赤血球に及ぼす影響を検討するために、薬剤溶
液への接触時間を変化させたときの血液試料の各種ヘモグロビン濃度変化を検討する。ま
た、赤血球のタラポルフィンナトリウム取込に関して検討する。タラポルフィンナトリウム
は水溶性の薬剤であり、エンドサイトーシスにより細胞内への取込まれることが報告され
ている [15]。赤血球は有核細胞と同じく脂肪二重膜を有するが、無核細胞であるためエン
ドサイトーシス機序を持たない。このため、タラポルフィンナトリウムの赤血球内への取込
みはないと思われるが、遊離ヘモグロビンの酸化により赤血球膜破裂を間接的に測定する
提案計測法では赤血球の薬剤取込の有無が重要となる。そこで、タラポルフィンナトリウム
接触時間よる赤血球内へのタラポルフィンナトリウム取込に関して実験的に調査し確認す
る。 
	 6.2.1節と同様の手法で兎脱繊維血を用いてヘマトクリット 0.625％、タラポルフィンナト
リウム 30 µg/mLの血液試料を作製した。このとき、赤血球とタラポルフィンナトリウム溶
液の接触時間を 5-120 min変化させたときの血液試料の波長 475-600 nmにおける透過光を
6.4.1節に記載した実験系を用いて測定した。吸収スペクトルは 6.4.2節と同様に求めた。実
測した吸収スペクトルに対し 6.3.1.2 項記載の重回帰分析を行い、各種ヘモグロビン濃度を
算出した。波長 475-600 nmにおいて波長間隔 0.75 nmで測定を行ったため、データ iは 165
である。 
	 6.2.1節と同様の手法で兎脱繊維血を用いてヘマトクリット 20％、タラポルフィンナトリ
ウム 30 µg/mLの血液試料を作製した。赤血球とタラポルフィンナトリウム溶液の接触時間
を 5-120 minと変化させた。薬剤接触時間の 5 min前より、血液試料を遠心分離機 (5.4.1節
と同じ) を用いて 4℃の環境下において回転数 3500 rpm (1917×g)で 5 min遠心分離した。上
澄み液を除去し、血球成分を 80 µL取り出し、純水 80 µLと十分に撹拌し溶血させた。溶血
溶液 150 µLを光学ガラスセルに投入し、15℃の環境下において回転数 1700 rpm (931×g)で 5 
min遠心分離した。上澄み液の吸光度を紫外可視近赤外分光光度計（6.2.1節と同じ）により
波長間隔 1 nmで測定した。2.1 mg/mLのアルブミン溶液を溶媒とした血液試料においても
薬剤接触時間 5 minの条件において同様の計測を行った。溶血溶液のタラポルフィンナトリ
ウムの Q帯ピーク値は、溶血溶液に含まれるヘモグロビン濃度に影響を受ける。このため、
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タラポルフィンナトリウム由来の Q 帯ピーク値を比較するために、実測した吸収スペクト
ルに対して各種ヘモグロビンの等吸収点である 522 nmを基準値として規格化を行った。規
格化を行った吸収スペクトルにおけるタラポルフィンナトリウムの Q 帯ピーク値を求めた。 
	 各薬剤接触時間における血液試料の吸収スペクトルを図 6-18 に示す。全条件における吸
収スペクトルの変動係数は 7.5×10-2であった。このうち、吸収スペクトル測定光の照射時
間に伴うばらつきがこの吸光度の変動係数に及ぼす影響は最大 2.3×10-2、赤血球測定によ
る変動係数は 2.5×10-2あると考えられる。今回の実験では毎回調整した血液試料が入った
光学ガラスセルを測定装置の積分球入光部に設置しているのだが、設置器具の関係で試料
位置にわずかな誤差が生じている。そのため、サンプルの個体差や試料の設置位置による誤
差の影響も含まれていると考えられる。図 6-19 に示すように、血液試料の各種ヘモグロビ
ン濃度と赤血球のタラポルフィンナトリウム溶液接触時間には依存性がみられなかったこ
とより、タラポルフィンナトリウム溶液接触による赤血球やヘモグロビンの酸化障害はな
いと考えられる。図 6-19における酸素化ヘモグロビン濃度の変動係数は 9.4×10-2、メトヘ
モグロビン濃度の変動係数は 7.9×10-2であった。 
薬剤接触時間を変えた際の赤血球内溶液におけるタラポルフィンナトリウムの Q 帯ピー
クの吸光度を図 6-20 に示す。薬剤接触時間に依存する吸光度の上昇は確認されなかった。
薬剤接触行程を含まない薬剤接触時間 0 min のときの吸光度より各接触時間での吸光度は
高い。これは本実験において赤血球膜に付着したタラポルフィンナトリウムを洗浄できな
いことより、薬剤接触行程を含む測定では赤血球膜周囲に残留した薬剤の影響を受けたと
考えられる。タラポルフィンナトリウムはアルブミンとの結合親和度が高く、アルブミン溶
液内のタラポルフィンナトリウム分子は殆どがアルブミンと結合していると考えられる 
[12]。血清タンパクであるアルブミンは分子量が大きいため、赤血球へ取込まれないと考え
られる。そこで、アルブミン溶液を含む血液試料を用いたタラポルフィンナトリウムの Q
帯ピークの吸光度を、タラポルフィンナトリウムの取込みがない場合の参照値と考える。図
6-20 より薬剤接触時間 5 min 以上の吸光度は、アルブミンを含む試料での吸光度と同程度
の値をとっていることより、赤血球の薬剤取込はないと考えられる。 
 
6.4.3.2	 吸収スペクトル測定による影響  
	 吸収スペクトル測定光に含まれる波長 650 nm近傍の光は、血液試料に含まれるタラポル
フィンナトリウムの Q 帯ピークの短波長側の裾と重なる部分がある。すなわち、吸収スペ
クトル測定光により血液試料内のタラポルフィンナトリウムが励起される可能性があるた
め、その程度を検討する。血液試料に含まれるタラポルフィンナトリウムの Q 帯ピーク波
長である 653 nm付近の吸収スペクトルと、放射照度を考慮した各光源の注目波長域におけ
る相対光強度の関係を図 6-21 に示す。各波長において血液試料に含まれるタラポルフィン
ナトリウム由来の吸光度と各光源の相対光強度を示すカウント数の積をとり、波長 622-688 
第6章 
 89 
nmでの各波長における積算値を加算した総和値を比較したところ、タラポルフィンナトリ
ウムの吸収スペクトルに対する吸収スペクトル測定光の総和値は励起レーザ光照射の総和
値に対し2.5％程度であり、十分小さいと考えられる。 
 
6.5 光増感反応中の各種ヘモグロビン濃度動態 
	6.4.1部で構築した実験系を用いて、血液試料に対し励起レーザ光を照射すると共に血液
試料の吸収スペクトル測定を同時かつ経時的に行い、励起レーザ光照射中の血液試料の各
種ヘモグロビン濃度変化を調査する。 
 
6.5.1	実験方法 
	6.2.1節に記載した手順において兎脱繊維血を用いてヘマトクリット値0.625%、タラポル
フィンナトリウム 30 µg/mLの血液試料を作製した。この血液試料に対し、6.4部で構築し
た実験系を用いて励起レーザ光を放射照度60 mW/cm2で20 J/cm2となるまで333 s照射を行
った。透過光量は高速マルチチャネル分光器により露光時間19  ms、波長間隔0.75  nm、時
間間隔1 sで測定した。吸光度は6.4.2節の方法で式 (6.2) を用いて算出した。6.4.2節と同
様にしてタラポルフィンナトリウムを含まない血液試料の吸収スペクトルを計測した。 
実測した吸収スペクトルに対し6.3.1.2項と同様の重回帰分析を行い、各種ヘモグロビン濃
度を算出した。さらに、算出した酸素化ヘモグロビン濃度と脱酸素化ヘモグロビン濃度から
式 (6.4) を用いて酸素飽和度を算出した。 
𝑆𝑎𝑂0= 𝐶VWXY𝐶VWXY+𝐶VVW
×100																																																							(6.4) 
ここで、SaO2は酸素飽和度、𝐶VWXYは酸素化ヘモグロビン濃度、𝐶VVWは脱酸素化ヘモグロビ
ン濃度を指す。 
 
6.5.2	実験結果および考察 
	構築した実験系により励起レーザ光照射中における血液試料の透過吸収スペクトルを測
定した結果を図6-22に示す。光照射に伴い541 nmと577 nm付近に２つのピークを持つ酸
素化ヘモグロビン由来のスペクトルが徐々になくなり、500 nm付近に単一ピークを持つメ
トヘモグロビン由来の吸収スペクトルが出現した。このスペクトル変化は、6.3部において
紫外可視近赤外分光光度計を用いた際の放射照射量増加に伴う吸収スペクトル変化と同じ
傾向である。このことより、構築した実験系において血液試料の透過吸収スペクトルを測定
できていることが示唆された。構築した実験系による測定では、光照射時間に伴い吸収スペ
クトル全体が下降していた。これは、励起レーザ光照射時間、すなわち光増感反応進行に伴
い血液試料が赤血球混濁液から赤血球膜破裂によりヘモグロビン溶液へ変化し、血液試料
の散乱が小さくなったためと考えられる。励起レーザ光照射に伴う吸収スペクトル測定領
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域における血液試料の散乱低下の詳細に関しては 8.3部で述べる。励起レーザ光照射中の得
られた各種ヘモグロビン濃度と酸素飽和度の変化を図 6-23に示す。求めた回帰係数より算
出される吸収スペクトルと実測スペクトルはいずれも 0.99 以上の高い相関係数を示した。
算出した各種ヘモグロビン濃度を加算した総ヘモグロビン濃度は 0.28±0.02 g/dL であった。
励起レーザ光照射時間に伴いメトヘモグロビン濃度が増加し、約 200 sで増加が頭打ちにな
った。励起レーザー光照射時間に伴い酸素飽和度は減少し、約 200 sで 0となった。タラポ
ルフィンナトリウムを含まない血液試料の各種ヘモグロビン濃度は、励起レーザ光照射な
しの測定時間経過に伴い変動しなかった (図 6-24)。 
	 図 6-23に示すとおり、構築した実験系により励起レーザ光照射中の各種ヘモグロビン濃
度変化を経時的に明らかにできることが分かった。ヘマトクリット 0.625%に対応する総ヘ
モグロビン濃度は、兎血液のヘマトクリット値およびヘモグロビン濃度の報告値より
0.21±0.02 g/dLである [16]。提案計測法により得た総ヘモグロビン濃度は、報告値より予想
した総ヘモグロビン濃度と同程度であり、その違いは試料調整や動物種、個体差による影響
と説明可能な範囲内である。このことから、提案計測法では妥当なヘモグロビン濃度の絶対
値を取得できていると考える。 
励起レーザ光照射中のタラポルフィンナトリウムを含む血液試料の酸素化ヘモグロビン
濃度の減少、脱酸素化ヘモグロビン濃度の増加、つまり酸素飽和度の減少は光増感反応によ
る酸素消費を反映している。光増感反応を用いた in vitro実験において、大気中の酸素拡散
による溶液の物理的な溶存酸素量は光増感反応速度を支配する。励起レーザ光照射に伴う
酸素飽和度の減少および消滅は、光増感反応速度の減少および停止を示唆している。実際
に、提案計測法では酸素飽和度の消滅と共に酸化作用により生じるメトヘモグロビン濃度
の産生の収束を確認した。すなわち、提案計測法で得られた光増感反応速度を支配する溶存
酸素に関する情報と光増感反応による酸化進行に関する情報は妥当な相関を示していると
考えられる。 
同じ光増感反応条件 (光感受性薬剤濃度および放射照射量) において、6.3部での分光光度
計を用いた間欠的な測定による酸素飽和度と、6.5.1 節の構築した実験系による連続的な測
定による酸素飽和度を比較すると、間接的な測定の方が高い酸素飽和度を示す。これは、間
欠的な測定では光照射終了後から吸収スペクトル測定までに約 3 min 以上の間隔が空くた
め、その間に大気中からの酸素拡散により酸素流入が起きていると考えられる。このことよ
り、より正確に光増感反応時の試料の酸素状況を把握するためには、間欠的な測定法よりも
提案計測法のような光増感反応と同時かつ経時的な測定が有用であると考えられる。 
 
6.6	 結言 
	 既存の分光光度計による間欠的な測定により、着想した提案計測法の原理に基づく光増
感反応に伴う酸化進行に対応するメトヘモグロビン濃度の増加と酸素消費に対応する酸素
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飽和度の減少を、吸収スペクトル測定と重回帰分析により取得できることを確認した。そこ
で、励起レーザ光照射を行うと共に血液試料の吸収スペクトルを同時かつ経時的に測定可
能な光学系を構築し、励起レーザ光照射中の血液試料の各種ヘモグロビン濃度および酸素
飽和度変化を同時かつ連続的に明らかにした。 
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図表 
 
 
図6-1	 生理食塩水を溶媒として作製したタラポルフィンナトリウム溶液の吸収スペクトル 
(N=1) 
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(a) 
 
 
(b)  
 
 
図 6-2	 (a) 作成した血液試料の模式図、(b) 血液試料への励起レーザ光照射系 
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図 6-3	 各ヘマトクリット値の血液試料における光増感反応前の吸収スペクトル (N=5) 
各波長における吸光度の標準偏差を細い線で示す。 
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図 6-4 各ヘマトクリット値の血液試料における光増感反応後の吸収スペクトル (N=5) 
各波長における吸光度の標準偏差を細い線で示す。 
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図6-5	 光増感反応前後での各ヘマトクリット値の血液試料の吸収スペクトル測定における
波長 475-600 nmでの変動係数の平均値 
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表6.1 式 (6.2) における各変数の説明 
Variable Description  
𝑦5Z7 Dependent value  
𝑥+5: Reported absorbance values for 
(at wavelength	λC) 
Oxygenated hemoglobin (15.6 g/dL) [17] 
𝑥05: Deoxygenated hemoglobin (15.9 g/dL) [17] 
𝑥;5: Methemoglobin (15.8 g/dL) [17] 
𝑥<5: 
Measured absorbance  values for  30 µg/mL talaporfin sodium  medium  with saline  
(at wavelength λC) 
𝑏9–𝑏< Regression coeficients, which correspond to x1λi–x4λi, respectively 
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図 6-6	 光感受性薬剤濃度を変化させたときの血液試料の吸収スペクトル (N=4, Irradiance 
120 mW/cm2, Radiant exposure 40 J/cm2) 
各波長における吸光度の標準偏差を細い線で示す。 
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図 6-7	 放射照射量を変化させたときの血液試料の吸収スペクトル (N=4, Irradiance 120 
mW/cm2, Talaporfin sodium 30 µg/mL) 
各波長における吸光度の標準偏差を細い線で示す。 
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図 6-8 光感受性薬剤濃度を変化させたときの血液試料の各種ヘモグロビン濃度 (N=4, 
Irradiance 120 mW/cm2, Radiant exposure 40 J/cm2) 
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図 6-9	 放射照射量を変化させたときの血液試料の各種ヘモグロビン濃度 (N=4, Irradiance 
120 mW/cm2, Talaporfin sodium 30 µg/mL) 
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図 6-10	 タラポルフィンナトリウムのQ帯波長域を含む 600-700 nmにおける血液試料の吸
収スペクトル (N=1, Irradiance 120 mW/cm2, Talaporfin sodium 30 µg/mL) 
各波長における吸光度の標準偏差を細い線で示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
0
0.04
0.08
0.12
0.16
600 625 650 675 700
A
bs
or
ba
nc
e
Wavelength [nm]
Radiant exposure [J/cm2]
0 2.5 5 10 20
第 6章 
 105 
 
図 6-11	 血液試料の 600-700 nm 帯におけるピーク値とその時の波長の放射照射量依存性
(N=4, Irradiance 120 mW/cm2, Talaporfin sodium 30 µg/mL) 
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図 6-12	 タラポルフィンナトリウムを含む赤血球混濁液と溶血試料の吸収スペクトル 
(N=1) 
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図 6-13	 励起レーザ光照射中の血液試料の吸収スペクトルを経時計測可能な構築実験系の
模式図 (実験系を上部から見下ろした図） 
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図 6-14	 構築実験系における血液試料周囲の光学配置 
(a) 実験系を励起レーザ光に直交する軸から見たとき、(b) 実験系を吸収スペクトル測定光
に直交する軸から見たとき 
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図 6-15	 構築した実験系の写真  
(a) 実験系全体 (手前上部より撮影)、(b) 血液試料を含むガラスセル周辺 
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図 6-16	 連続計測装置における励起レーザ光強度分布 (励起レーザ光照射方向の垂直面) 
  
5 mm
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図 6-17	 ２つのフィルターを用いて波長域を 470-650 nmに選定した連続計測系における吸
収スペクトル測定光のスペクトル (N=1) 
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図 6-18	 薬剤接触時間を変化させたときの血液試料の吸収スペクトル (N=1, Talaporfin 
sodium 30 µg/mL) 
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図 6-19	 薬剤接触時間を変化させたときの血液試料の各種ヘモグロビン濃度  (N=1, 
Talaporfin sodium 30 µg/mL) 
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図 6-20	 薬剤接触時間を変化させたときのタラポルフィンナトリウム Q 帯波長域における
赤血球内溶液の吸光度のピーク値 
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図 6-21	 血液試料に含まれるタラポルフィンナトリウムの Q 帯波長域における励起レーザ
光と吸収スペクトル測定光の関係 (N=1) 
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図 6-22	 構築した実験系を用いた励起レーザ光照射中の血液試料の吸収スペクトル測定結
果 (N=5) 
測定条件は、露光時間 19 ms、測定波長間隔 0.75 nm、測定時間間隔 1 sである。代表値と
して、波長 500 nm, 525 nm, 550 nm, 575 nmにおける吸光度に対する標準偏差を示す。それ
ぞれの波長における異なる照射時間の標準偏差は波長 0.75 nmずつずらして記載した。 
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図 6-23	 提案計測法による励起レーザ光照射中の血液試料の各種ヘモグロビン濃度算出結
果 (N=5)  
 
各励起レーザ光照射時間における各種ヘモグロビン濃度および酸素飽和度の標準偏差は、
対応する色の細い線で示す。 
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図 6-24	 タラポルフィンナトリウムを含まない血液試料の各種ヘモグロビン濃度変化 
(N=1) 
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第 7章	 提案計測法によって得られる酸素情報 
 
 
7.1 緒言 
提案計測法により励起レーザ光照射中の血液試料の酸素化ヘモグロビン濃度、脱酸素化
ヘモグロビン濃度、およびこれらのヘモグロビン濃度から算出可能な酸素飽和度の動態を
得た (6.5部参照)。第 7章では提案計測法より取得した溶存酸素量に関する情報の妥当性を
確認することを目的に、(i) 血液試料のヘマトクリット値増加に伴う酸素化ヘモグロビン濃
度変化の検討、(ii) 提案計測法より得た酸素飽和度から求めた酸素分圧変化と酸素電極法よ
り得た酸素分圧変化の比較検討、を行う。 
 
7.2 ヘマトクリット値を変化させたときの酸素供給動態 
	 ヘモグロビンは酸素結合能をもつため、血液試料のヘマトクリット値を増すと溶液の酸
素量は化学的に増量する。提案計測法より得られる酸素化ヘモグロビン濃度変化の妥当性
を検証するために、血液試料のヘマトクリット値を増加させたときの酸素化ヘモグロビン
濃度変化を調査する。 
 
7.2.1	 実験方法 
	 6.2.1 節に記載した手順でヘマトクリット 0.625％および 0.938％、タラポルフィンナトリ
ウム 30 µg/mLの血液試料を作製し、それぞれを血液試料 Aおよび血液試料 Bとした。この
血液試料に対し、6.4.1節に記載した実験系を用いて励起レーザ光を放射照度 60 mW/cm2で
20 J/cm2 (333 s) 照射した。励起レーザ光照射中の血液試料に対する吸収スペクトル測定光
の透過光量は、6.5.1節と同様に高速マルチチャネル分光器により露光時間 19 ms、波長間隔
0.75 nm、時間間隔 1 sで 333回測定した。吸光度は 6.4.2節と同じく式 (6.3) を用いて算出
した。実測した吸収スペクトルに対し 6.5.1 節と同条件で 6.3.1.2 項に示す重回帰分析を行
い、各種ヘモグロビン濃度を算出した。励起レーザ光照射前後において分光光度計 (6.2.1節
と同じ) を用いて血液試料の透過吸収スペクトルを測定した。 
 
7.2.2	 実験結果および考察 
	 図 7-1, 7-2に血液試料 A および Bの励起レーザ光照射中の吸収スペクトルを示す。励起
レーザ光照射中の酸素化ヘモグロビン濃度および酸素飽和度変化を図 7-3に示す。各種ヘモ
グロビンと酸素飽和度の変化を図 7-4 に示す。酸素化ヘモグロビン、脱酸素化ヘモグロビ
ン、およびメトヘモグロビン濃度を加算し総ヘモグロビン濃度とすると血液試料 A および
Bのヘマトクリット値はそれぞれ 0.40±0.03％、0.56±0.05％であった。提案計測法と 6.2.1節
に示す既存の分光光度計による計測と同じ手法で求めた総ヘモグロビン濃度を比較すると、
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分光光度計測定値に対して誤差は 2.0%以下であった。 
図 7-3に示す酸素化ヘモグロビン濃度変化は 3つの相に大別できる。各相の区分けは、励
起レーザ光照射開始からのある時刻 (t+5) [s]の酸素化ヘモグロビン濃度に対する時刻 t [s]に
おける酸素化ヘモグロビン濃度の差 d (t) を用いて判断した。励起レーザ光照射中の d (t) の
変化の一例を図 7-5に示す。第 1相と第 2相の区分けは、d (t) が正から負に転じ 0 [s]とな
る時刻 t0を求め、(t0+2) [s] を変曲点とした。第 2相と 3相は、d (t) が負から 0 [s]となる時
刻 t1を求め、(t1+2) [s] を変曲点とした。表 7-1に血液試料 Aおよび Bの各相に対応する時
間を記載する。酸素化ヘモグロビン濃度変化は、第 1相では小さく、第 2相では急激に減少
する。第 3相では酸素化ヘモグロビンが消滅している。第 1相における血液試料 A と血液
試料 Bの時間は各々80.3±6.5 s (N=5) と 88.2±6.2 s (N=4)であり、両データ間の p値は 0.1以
上であり有意差内で同じであった。第 2相における血液試料 A と血液試料 Bの時間幅 (t1-
t0) は各々109.5 sと 149.1 sであり、第 2相における時間幅は血液試料 Bの方が血液試料 A
よりも 1.36倍長かった。 
	 ヘマトクリット値の異なる血液試料 Aおよび Bにおいて、第 1相の時間が有意差内で同
じであったことより、第 1 相は酸素化ヘモグロビンによる化学的な溶存酸素の増加に影響
を受けない。すなわち、物理的な溶存酸素が光増感反応進行により消費されている段階と解
釈できる。S 字型を示すヘモグロビン酸素解離曲線 (4.3.2 節) は、酸素分圧が約 80 mmHg
以上の領域で酸素飽和度の変化が 5％以下であり、ヘモグロビンと酸素の結合解離はほぼ起
きないことを示す [1]。酸素化ヘモグロビン濃度の減少が小さい第 1相は、溶液内の酸素分
圧が S 字型曲線における約 80 mmHg 以上の領域にあたると考えられる。血液試料 A と B
におけるヘマトクリット値の比率 1.38 に対し第 2 段階における時間幅の比率は同程度の
1.36 を示していたことより、この第 2 段階はヘモグロビンとの結合酸素量に依存する段階
である。酸素化ヘモグロビン濃度が急激に減少する第 2相は、ヘモグロビン酸素解離曲線の
変曲部分にあたり、光増感反応の進行で物理的な溶存酸素が消費されたことで周囲の酸素
分圧が低下し、それに伴い酸素化ヘモグロビンの酸素結合が解離し溶液中へ酸素が供給さ
れていると解釈できる。第 3相では、ヘモグロビンと結合していた酸素は光増感反応により
全て消費され酸素化ヘモグロビンが消滅している段階であると解釈できる。以上より、提案
計測法より得られた酸素化ヘモグロビン濃度変化は、励起レーザ光照射中の光増感反応進
行による酸素消費環境において、ヘモグロビンの酸素保持能や酸素解離曲線の特性に合っ
た変化を示しており、妥当な酸素化ヘモグロビン濃度変化を示していると考える。また、ヘ
マトクリット値の増加により試料溶液の酸素枯渇までの時間が延長することを確認したの
で、光増感反応の律速要因として酸素不足が懸念されている in vitro実験系において、試料
溶液への赤血球添加により溶存酸素量を化学的に増やす手法となり得る。これに関する応
用の検討は、9.4.2節で述べる。 
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7.3 酸素分圧換算に用いるヘモグロビン酸素解離曲線 
ヘモグロビン酸素解離曲線は試料の温度や pHに応じて左右に変移する [1-4]。本 7.3部で
は、励起レーザ光照射中の血液試料の温度および pHを測定し、提案計測法より取得した酸
素飽和度から酸素分圧を求めるために必要な酸素解離曲線を求める。タラポルフィンナト
リウム溶液を含む赤血球混濁液試料である血液試料に対して光増感反応を起こすとき、タ
ラポルフィンナトリウムや赤血球、ガラスセルに隣接しているアパーチャーが発熱し、血液
試料の温度が上昇する可能性が考えられる。また、試料の pHはヘモグロビン酸素解離曲線
に加え、提案計測法で用いるメトヘモグロビンの吸収スペクトルにも影響を及ぼす重要な
情報である [5]。 
 
7.3.1	 実験方法 
血液試料には、7.2 部の血液試料 A と同条件の試料溶液を用いた。図 7-6 に励起レーザ光
照射中の溶液温度の測定系を示す。T型熱電対の先端がこの血液試料の吸収スペクトル測定
領域に位置するよう配置した。温度/高精度電圧絶縁モジュール (701265, 横河電機, 東京) 
を用い、6.4.1節で構築した照射系を用いて励起レーザ光を 60 mW/cm2で 290 s照射してい
るときの血液試料の溶液温度を 0.2 s間隔で測定し、デジタルペンレコーダー (DL750, 横河
電機, 東京) で記録した。このモジュールの冷接点補償精度は 0.1℃である。励起レーザ光
は温度計測を開始してから 5 s後に照射を開始した。図 7-7に励起レーザ光照射中の血液試
料の pH 測定系を示す。pH 測定は、一般に広く用いられているガラス電極による測定を用
いた [6]。マイクロ型 pH複合電極 (8220BNWP, サーモフィッシャーサイエンティフィック, 
東京) の先端がこの血液試料の吸収スペクトル測定領域に位置するよう配置した。このマイ
クロ型 pH複合電極は 3 mmΦであるため、第 6章および 7.2部で用いた 1 mm×10 mm角の
ガラスセルに挿入できない。そこで 5 mm×10 mm 角のガラスセルを用いた。ビーム径 15 
mmΦ の励起レーザ光用 663 nm 半導体レーザの進行方向の垂直面における光強度分布は図
6-17 に示すように均一であるため、異なる厚みのガラスセルを用いることによる血液試料
に対する放射照度の違いは無視できる。pHメーター (Orion StarTM A221, サーモフィッシャ
ーサイエンティフィック, 東京) を用い、60 mW/cm2で 340 s励起レーザ光照射を行ってい
るときの血液試料溶液の pHを 5-20 s毎に記録した。励起レーザ光は pH計測を開始してか
ら 7 s後に照射を開始した。pH 電極の較正は、作製した pH4.01と pH7.00の標準液試料を
用いた。pHメーターの温度は 25℃の設定であった。 
 
7.3.2	 実験結果 
	 図 7-8に励起レーザ光照射中の血液試料の溶液温度変化を示す。励起レーザ光照射中の
溶液温度は 27.0±0.0℃であり、本実験条件における計測では励起レーザ光照射による血液試
料の温度上昇は無視できる。ヘモグロビン酸素解離曲線は試料温度に依存し、式 (7.1) の関
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係をもつことが報告されている [1-3]。 
⊿log(𝑝𝑂')=2.4×100'⊿𝑇																											(7.1) 
式 (7.1) より、血液試料温度27±0℃に対応したヘモグロビン酸素解離曲線を得るためには、
報告されている標準状態 (37℃) におけるヘモグロビン酸素解離曲線に対して式 (7.2) の
補正を行う。 
𝑝𝑂'456674895:,<(𝑡)=𝑝𝑂'>7?@AB6×100'.C×DEFG																											(7.2) 
ここで𝑝𝑂'456674895:,<は報告されている標準状態でのヘモグロビン酸素解離曲線において試料
温度を考慮し補正した酸素分圧である。𝑝𝑂'>7?@AB6は標準状態における酸素分圧の報告値で
ある。励起レーザ光照射中の温度変化は確認されなかったため、補正値は励起レーザ光照射
時間に依存しない。 
	図 7-9に励起レーザ光照射中の血液試料溶液の pH変化を示す (N=1)。ガラス電極を用
いた測定法では、pHに感度を持つガラス膜は以下の式 (7.3) に示す Nerunstの式が成り立
つことを利用している。 
𝐸=𝑅𝑇𝐹log[H
M]																															(7.3) 
ここでEは電位、Tは絶対温度、Fはファラデー定数を示す。図7-8より励起レーザ光照射
中の温度は一定なので式 (7.3) における電位Eはlog[HM]、すなわちpHのみに依存する [6, 
7]。このとき、pH測定器の設定温度25℃に対して溶液温度の実測値は27℃であったため、
式 (7.3) より実測pH値に対して(273.15+25)/(273.15+27) を積算し補正した。励起レーザ光
照射中において血液試料の pHは 6.7±0.1であった。図 7-9に示す励起レーザ光照射時間に
対するpH変化を直線近似すると式 (7.4)が得られる。ここでこの近似直線の絶対係数R2は
0.99であった。 
pH(𝑡)=−1.1×100R𝑡+6.9																										(7.4) 
ヘモグロビン酸素解離曲線は pHに依存し、式 (7.5) 関係をもつことが報告されている [1, 
3, 4]。 
⊿log(𝑝𝑂')=−4.8×100D⊿pH																									(7.5) 
式 (7.5) より、血液試料のpHに対応したヘモグロビン酸素解離曲線を得るためには、報告
されている標準状態 (pH  7.4) におけるヘモグロビン酸素解離曲線に対して式 (7.6) の補正
を行う。 
𝑝𝑂'456674895:,XY(𝑡)=𝑝𝑂'>7?@AB6×10(0C.Z×DEFG×(0D.D×DEF[\M].^)) 
								=	𝑝𝑂'>7?@AB6×10(_.R×DEF` \M'.C×DEFG)																						(7.6)	 
ここで𝑝𝑂'456674895:,XYは標準状態でのヘモグロビン酸素解離曲線においてpHを考慮し補正し
た酸素分圧である。 
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7.3.3	試料条件に対応するヘモグロビン酸素解離曲線 
	式 (7.3) と式 (7.6) を合わせると、血液試料の励起レーザ光照射中における温度とpH条
件を考慮し補正したヘモグロビン酸素解離曲線における酸素分圧 (𝑝𝑂'456674895:,<,XY) は次の
式 (7.7) である。 
𝑝𝑂'456674895:,<,XY(𝑡)=𝑝𝑂'>7?@AB6×100'.C×DEFG×10(_.R×DEF` \M'.C×DEFG) 
								=	𝑝𝑂'>7?@AB6×10_.R×DEF` \																				(7.7) 
報告されている標準状態におけるヘモグロビン酸素解離曲線に対して、本実験における試
料の温度およびpH条件に合わせて補正を行った酸素解離曲線を図7-10に示す。 
 
7.4 酸素電極法による酸素分圧測定 
	7.3部において励起レーザ光照射中の血液試料条件にあったヘモグロビン酸素解離曲線を
求めた。この曲線を参照することで、提案計測法で得た酸素飽和度から酸素分圧を変換可能
である。このようにして求めた酸素分圧変化の妥当性を検討するために、標準的な測定法で
ある酸素電極法による酸素分圧変化を測定する。 
 
7.4.1	実験方法 
	図 7-11に酸素電極法を用いた励起レーザ光照射中の血液試料の酸素分圧測定系を示す。
酸素分圧測定は表面がテフロン膜で被覆されているクラーク型酸素電極 (POE-10N, バイ
オリサーチセンター, 名古屋) と不関電極 (POR-10N, バイオリサーチセンター, 名古屋) 
を溶液内に設置し、酸素電圧モニター (PO2−100, バイオリサーチセンター, 東京) により計
測を行った。白金線の酸素電極側面はポリウレタンとエポキシでコートされており、先端部
は酸素透過膜を有する。この酸素電極の外径は200 µmであり、ポリプロピレン膜によって
蛋白質分子が陰極につく分極現象が抑制されている。酸素電極を用いた酸素分圧測定は、ポ
ーラログラフィーの原理を用いてファラデー電流値から酸素分圧値を求める [7, 8]。200 
µmΦの酸素電極と 100  µmΦの不関電極にそれぞれ負電圧と正電圧を印可することで式 
(7.8) に示す酸化還元反応が生じる 
O2＋2H2O＋4e− → 4OH−																				  					 	(7.8) 
酸素電極表面での溶存酸素のファラデー電流を測定し、その値を酸素分圧に変換する。(7.8) 
の酸化還元反応は、溶液温度による影響を大きく受けるため、室温 (27 ℃) に長時間放置
した純水で較正を行い、出力電圧500 mVを酸素分圧155 mmHgに対応させた。血液試料に
は、7.2.1節の血液試料Aと同条件の試料溶液を用いた。図7-11に示すように酸素電極の先
端がこの血液試料の吸収スペクトル測定領域に位置するよう配置した。60 mW/cm2で290 s
光照射しているときの血液試料の酸素分圧を時間間隔0.2 sで連続的に測定した。ここで、
酸素分圧計測を開始してから 12 s後に励起レーザ光照射を開始した。励起レーザ光照射開
始時の測定電圧値と光照射終了時の測定値を基準として、それぞれが 1と 0となるよう規
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格化した。 
 
7.4.2	 実験結果 
	 図 7-12 に酸素電極法を用いて測定した励起レーザ光照射中における血液試料内溶液の酸
素分圧変化を示す (N=1)。励起レーザ光照射開始後すぐに酸素分圧は減少し、励起レーザ光
照射時間に伴い連続的に減少した。これは、本実験条件において励起レーザ光照射中におい
て光増感反応が連続的に進行していることを示す。 
 
7.5 考察 
	 7.4 部において酸素電極法により実測した酸素分圧 (図 7-12) と 7.3.3 節で求めたヘモグ
ロビン酸素解離曲線を用いて提案計測法により取得した血液試料 A の酸素飽和度から求め
た酸素分圧を図 7-13 に示す。縦軸は励起レーザ光照射開始時における酸素分圧を基準値と
して規格化した値を示す。酸素解離曲線を参照し酸素飽和度から推定した酸素分圧は、酸素
飽和度が減少し始めた時点 (約 53 s) 以降の値を示す。S字型を示すヘモグロビン酸素解離
曲線は、酸素飽和度 90%以上では酸素分圧の変化に対して酸素飽和度変化の感度が低い [7]。
そこで酸素飽和度が 90％を下回る、励起レーザ光照射時間 113 s以降に着目すると、酸素電
極法より得た酸素分圧変化と提案計測法より得た酸素分圧変化の相関係数は 0.98 であった。
この時間範囲における溶液内の溶存酸素濃度は初期値の 10%以下である。光感受性薬剤ヘ
マトポルフィリンによる光増感反応の量子効率は、溶存酸素濃度が初期濃度の 2-5％以下と
なるとはじめて量子効率の低下が生じることが報告されている [9]。低酸素濃度において酸
素電極法での酸素分圧変化と相関の高かった提案計測法は、量子効率が減少し始める低酸
素状態を把握できると考えられる。 
 
7.6 結言 
	 提案計測法により得た酸素化ヘモグロビン濃度変化は、ヘモグロビンの酸素保持能や酸
素解離曲線による特性に応じた変化を示していた。また、酸素化ヘモグロビン濃度、脱酸素
化ヘモグロビン濃度から算出した酸素飽和度を酸素分圧に換算した値は、酸素電極法での
酸素分圧測定結果と特に低酸素環境において良い一致を示した。以上より、提案計測法で取
得する試料溶液の溶存酸素濃度に関する情報の妥当性が確認できた。 
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図表 
 
 
図 7-1	 励起レーザ光照射中における血液試料 Aの吸収スペクトル (N=5) 
測定条件は、露光時間 19 ms、測定波長間隔 0.75 nm、測定時間間隔 1 sである。代表値と
して、波長 500 nm, 525 nm, 550 nm, 575 nmにおける吸光度に対する標準偏差を示す。それ
ぞれの波長における異なる照射時間の標準偏差は波長 0.75 nmずつずらして記載した。 
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図 7-2	 励起レーザ光照射中における血液試料 Bの吸収スペクトル	(N=4)  
測定条件は、露光時間 19 ms、測定波長間隔 0.75 nm、測定時間間隔 1 sである。代表値と
して、波長 500 nm, 525 nm, 550 nm, 575 nmにおける吸光度に対する標準偏差を示す。それ
ぞれの波長における異なる照射時間の標準偏差は波長 0.75 nmずつずらして記載した。 
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図 7-3	 励起レーザ光照射中の血液試料 A および B の酸素化ヘモグロビン濃度および酸素
飽和度変化 (N=4-5)	
各励起レーザ光照射時間における各種ヘモグロビン濃度および酸素飽和度の標準偏差は、
対応する色の細い線で示す。 
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図 7-4	 励起レーザ光照射中の光学試料 A および B の各種ヘモグロビン濃度および酸素飽
和度変化 (N=4-5, 酸素化ヘモグロビン濃度および酸素飽和度は図 7-3 を再掲) 
 
各励起レーザ光照射時間における各種ヘモグロビン濃度および酸素飽和度の標準偏差は、
対応する色の細い線で示す。実線が血液試料 A、破線が血液試料 Bである。 
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図 7-5	 血液試料 Aの励起レーザ光照射中の時刻 (t+5) [s] と時刻 t [s] における酸素化ヘモ
グロビン濃度の差の一例（図 7-3および図 7-4の酸素化ヘモグロビン濃度を分析） 
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表 7-1	 血液試料 Aおよび Bの 3つの相に対応する励起レーザ光照射時間 
	  Hematocrit [%] 1st phase [s] 2nd phase [s] 3rd phase [s] 
Sample A 0.40±0.03 (N=5) 0~80.3±6.5 80.3±6.5~189.8±17.0 189.8±17.0. 5-333.0 
Sample B 0.56±0.05 (N=4) 0~88.2±6.2 88.2±6.2~237.3±27.1 237.3±27.1〜333.0 
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図 7-6	 励起レーザ光照射中における血液試料の温度計測系の配置 
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図 7-7	 励起レーザ光照射中における血液試料内容液の pH計測系の配置 
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図 7-8	 励起レーザ光照射中における血液試料内溶液の温度変化（N=1） 
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図 7-9	 励起レーザ光照射中における血液試料内溶液の pH変化 (N=1） 
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図 7-10	 励起レーザ光照射中における血液試料内溶液の温度、pHを考慮したヘモグロビ
ン酸素解離曲線 
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図 7-11	 励起レーザ光照射中における血液試料内溶液の酸素電圧計測系の配置 
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図 7-12	 励起レーザ光照射中における血液試料内溶液の酸素分圧変化 (N=1) 
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図 7-13	 励起レーザ光照射中の血液試料における提案計測法より取得した酸素飽和度 (図
7-3 Sample Aの平均値) から推定した酸素分圧と酸素電極法により実測した酸素分圧 (図7-
12 を再掲) の変化 
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第8章	提案計測法によって得られる酸化動態 
 
 
8.1 緒言 
	提案計測法により励起レーザ光照射中に血液試料のメトヘモグロビン濃度が増加するこ
とを確認した (6.5部)。これは、光増感反応の最終産生物である一重項酸素により赤血球膜
が破裂し遊離したヘモグロビンが酸化作用を受けたためである。第8章では、赤血球膜破裂
と遊離ヘモグロビンの酸化関係を明らかにするために、提案計測法により得られたメトヘ
モグロビン濃度と溶血度との関係を調査する。光増感反応による酸化動態を検討すること
を目的に、光感受性薬剤蛍光量の減衰とアルブミンを加えたときの各種ヘモグロビン濃度
変化を調査した。 
 
8.2 メトヘモグロビン濃度と溶血度の関係 
提案計測法により測定したメトヘモグロビン濃度は赤血球膜破裂により遊離したヘモグ
ロビンの発生量に応じた酸化産生物であると考えられる。そこで、メトヘモグロビン濃度変
化から溶血の発生を間接的に測定できると予想する。本8.2部では、提案計測法より測定し
たメトヘモグロビン濃度に対応する溶血度の関係を検討するために、溶血度評価として一
般的に用いられている試料上清の吸光度測定 [1] (4.4.2節参照) により溶血度を調査する。 
 
8.2.1	実験方法 
6.5.1節で作製したタラポルフィンナトリウム30 µg/mL、ヘマトクリット値0.625%の血液
試料に対し、6.4.1節に記載した実験系を用いて励起レーザ光を放射照度60  mW/ cm2にて、
放射照射量 1.25-20 J/cm2で光照射を行った。励起レーザ光照射後、血液試料を遠心分離機 
(テーブルトップ冷却遠心機2800; 5.4.1節と同じ) を用いて回転数1700 rpm (923 ×g)、15℃
で5 min遠心した。本実験では陰性対照液として生理食塩水、陽性対照液としてヘマトクリ
ット 0.625%に該当する赤血球数を蒸留水に溶解させ完全溶血を起こした血液試料を用いた。
陽性対照液にも同条件の遠心分離を行った。遠心分離後、積分球を装着した紫外可視近赤外
分光光度計 (UV3600; 6.2.1節と同じ) を用いて血液試料の上澄み液の波長522 nmにおける
吸光度を計測した。溶血度は、4.4.2節にて述べた医療機器 Good  Laboratory  Practice (以下、
GLP) 試験における血液適合性試験において定められている再掲する式 (4.8) に基づき算
出した [1]。 
𝐻=	𝐴%&'()*−𝐴,*-./0123𝐴,*-435607.1.−𝐴,*-./0123
×100																																																		(4.8) 
ここで、Hは溶血度 [%]、𝐴%&'()*は試験液上清の吸光度、𝐴,*-./0123は陰性 (非溶血) 対照液
上清の吸光度、𝐴,*-435607.1.は陽性 (完全溶血) 対照液上清の吸光度を指す。本実験ではGLP
第8章 
 141 
試験と同じ陰性対照液と陽性対照液を用いた [1]。GLP試験では、酸素化ヘモグロビンが主
に存在する試料に対しては酸素化ヘモグロビンの最大吸収波長540  nmまたは576  nmにお
ける吸光度を測定する第Ⅰ法を用いて溶血率を算出する。メトヘモグロビン等の吸収を認
めた場合にはシアン化カリウムを含む Drabkin試薬を用いて総ヘモグロビンをシアンメト
ヘモグロビンに変換し波長540 nmにおける吸光度を測定する第Ⅱ法を用いて溶血率を算出
する [1]。この操作では、試験液上清に含まれるヘモグロビン濃度が破裂した赤血球内のヘ
モグロビン量を示すことを利用している。血液試料内のヘモグロビンを単一種とし、そのヘ
モグロビン種の可視光領域におけるピーク波長での吸光度からヘモグロビン濃度を求めて
溶血度を推定している。本実験では、試料内に酸素化ヘモグロビン、脱酸素化ヘモグロビン、
メトヘモグロビンが含まれるため上記の第Ⅱ法に該当するが、試薬等を用いないより簡便
かつ安全な手法を用いるために、3種類のヘモグロビンの等吸収点である522  nmの吸光度
から破裂した赤血球内のヘモグロビン濃度を示唆する試料上清の含有ヘモグロビン濃度を
求め溶血度を推定した。 
 
8.2.2	実験結果および考察 
	図8-1に各励起レーザ光照射時間における実測した溶血度を示す。光照射時間0 sと21 s
における溶血度は有意差内で同じであった。このことより、赤血球膜破裂による溶血が発生
しているのは励起レーザ光照射時間 21 s以降であると考えられる。各励起レーザ光照射時
間に対応する提案計測法により測定したメトヘモグロビン濃度 (6.5部) と上記の溶血度の
関係を図 8-2に示す。メトヘモグロビン濃度と溶血度には正の相関があることが確認され
た。得られたメトヘモグロビン濃度に対する溶血度の線形近似式は式 (8.1) を得た。このと
き、決定係数R2は0.93であった。 
𝑦=498𝑥−15																																																						(8.1) 
ここでyは溶血度 [%]、xはメトヘモグロビン濃度 [g/dL]を指す。 
	溶血により遊離したヘモグロビンのうち酸化作用を受けメトヘモグロビンになる割合を
検討するために、破裂した赤血球内の総ヘモグロビンに対するメトヘモグロビンの産生率
を求める。図8-2の縦軸に示す溶血度は、遠心分離した血液試料の上清すなわち膜破裂が起
きた赤血球内の総ヘモグロビン溶液の吸光度測定より算出された値である。よって、図8-2
で示す溶血度は膜破裂が起きた赤血球内の総ヘモグロビン濃度と比例関係にある。ヘマト
クリット値 0.625%の血液試料における溶血発生増加率[%] (⊿y) に対する総ヘモグロビン
濃度増加量 [g/dL] (⊿x) は、単位体積あたりの赤血球数 (RBC)、赤血球1個あたりの平均ヘ
モグロビン量 (MCH)、赤血球体積割合のヘマトクリット値 (HCT) を用いて式（8.2）より
求められる。ここで兎血液におけるそれぞれの報告値 (RBC: 6.33±0.41 [×106/µl], MCH: 
21.6±1.3 [pg], HCT: 43.1±2.4 [%]) を用いた [2]。 
第8章 
 142 
∆𝑦
∆𝑥=
1
(𝑅𝐵𝐶)×(𝑀𝐶𝐻)×
𝐻𝐶𝑇
0.625×100=504±53	[%/(𝑔/𝑑𝐿)]																											(8.2) 
式 (8.1) より、図8-2に示す提案計測法により得たメトヘモグロビン濃度と溶血度の関係を
線形近似すると傾き498	[%/(𝑔/𝑑𝐿)] である。これは、破裂した赤血球内の総ヘモグロビン
濃度と溶血度との関係を示す式 (8.2) の傾きの値と誤差範囲内で一致する。このことより、
本研究で用いた実験条件下において破裂した赤血球内のヘモグロビンは全量が一重項酸素
による酸化作用を受けメトヘモグロビンになると考えられる。すなわち、提案計測法の原理
であったメトヘモグロビン濃度変化に注目することで間接的に赤血球破裂を測定すること
ができる。 
 
8.3 励起光照射中における光感受性薬剤蛍光量変化 
光感受性薬剤は、光増感反応の最終産生物である一重項酸素から酸化作用を受けると分子
構造が変化し蛍光が発生しなくなる。すなわち光感受性薬剤の蛍光量の減衰は一重項酸素
の産生量と相関があり、光感受性薬剤の蛍光量の減衰により光増感反応の進行を間接的に
捉えることができる [3, 4]。本8.3部では、血液試料に含まれるヘモグロビンの酸化進行の
検討を行うために、励起レーザ光照射中の血液試料に含まれるタラポルフィンナトリウム
の蛍光量変化を調査する。 
 
8.3.1	実験方法 
タラポルフィンナトリウムは波長 670  nm付近に蛍光を発する [2]。7.2.1節で測定した血
液試料 Aへの励起レーザ光照射中の分光器で計測した分光器検出カウント数のうちのタラ
ポルフィンナトリウムの蛍光ピーク波長である670 nm付近に注目する。波長670.7 nmを中
心とし、前後5つの測定波長点を含む667.8-674.4 nm (測定波長間隔0.75 nm) の各波長にお
ける分光器検出カウント数を加算し総和カウント数とした。赤血球を含まないタラポルフ
ィンナトリウム35 µg/mLの光学試料に対しても同じ方法で励起レーザ光照射中の蛍光量の
総和カウント数を得た。7.2.1節の血液試料Aと同条件の試料溶液 (ヘマトクリット値0.40％、
タラポルフィンナトリウム 30 µg/mL) に対し、6.4.1節に記載した実験系を用いて励起レー
ザ光を放射照度60 mW/ cm2で放射照射量2.5、6、7.5、9、10、40 J/cm2となるまで照射し、
励起レーザ光照射後の血液試料を撮像した。 
 
8.3.2	実験結果および考察 
	図8-3に励起レーザ光照射中の血液試料Aの波長667-674 nmにおけるスペクトルの経時
変化の一例を示す。タラポルフィンナトリウムを含まない血液試料では波長670 nm帯での
ピークを示さなかった。このことより図8-3に示す波長670 nm帯ピークはタラポルフィン
ナトリウムの蛍光であろう。励起レーザ光照射中の血液試料Aの波長667-674 nmにおける
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総和カウント数の時間変化を図8-4に示す。このとき、励起レーザ光照射開始時の総和カウ
ント数で規格化した。総和カウント数は、光照射時間0-60 sで減少、60-92 sで増加し、92 s
以降で再び減少した。各励起レーザ光照射条件終了後に撮像した血液試料を図 8-5に示す。
光照射時間42 sにおいて血液試料は全体的に散乱が大きい溶液だが、光照射時間100 sにお
いて励起レーザ光照射端側に散乱が小さい領域が確認でき、この領域は光照射時間に伴い
広がった。すなわち、励起レーザ光照射時間42 sと100 sの間で血液試料の蛍光量測定領域
において血液試料の顕著な散乱特性変化が生じている。励起レーザ光照射時間0-42 sと100-
189 sにおける時間に応じた蛍光量変化の線形近似式はそれぞれ式 (8.3) および (8.4) を得
た。このときの決定係数R2はともに0.99であった。ここで、189 sは、7.2.2節において述
べた血液試料Aの酸素化ヘモグロビンが消滅したタイミングである。 
𝐼=−2.4×10VW𝑡+1.0																																											(8.3) 
𝐼=−1.3×10VW𝑡+1.1																																									(8.4) 
ここでIはタラポルフィンナトリウムの蛍光量を示す波長域667-674  nmにおける各波長の
総和カウント数を、光照射開始時を基準に規格化した値を指す。tは励起レーザ光照射時間
を指す。血液試料の散乱特性変化が起こる時間帯を除き、タラポルフィンナトリウムの蛍光
量は単調に減少していることより、励起レーザ光照射開始より光増感反応は連続的に進行
していると考えられる。図8-6にタラポルフィンナトリウムのみの光学試料に対する励起レ
ーザ光照射中の波長域667-674  nmにおける総和カウント数の時間変化を示す。総カウント
数の時間変化は単調減少しており、線形近似式は式 (8.5) を得た。このときの決定数 R2は
0.98である。 
𝐼=−8.0×10VZ𝑡+9.7×10V\																															(8.5) 
タラポルフィンナトリウムの蛍光量は励起レーザ光照射時間に伴い減衰すると考えられ
ている [3, 4]。これは、タラポルフィンナトリウムが光増感反応の最終産生物である一重項
酸素から酸化作用を受け分子構造が変化するためである。しかし、図8-4に示すようにタラ
ポルフィンナトリウムの蛍光量は光照射時間60-92 sにおいて増加した。これは、図8-5に
示すように、光照射時間42 sと100 sの間で光増感反応進行に伴い赤血球膜破裂が起き、蛍
光量測定領域において赤血球混濁液からヘモグロビン溶液に変化したことで散乱が小さく
なったことに起因すると考えられる。図8-1に示す励起レーザ光照射時間と溶血発生度の関
係からも、光照射時間 42 s以降で赤血球膜破裂が発生していると解釈できる。同濃度の蛍
光物質が異なる散乱体の試料に含まれている場合、散乱が大きい試料では発生した蛍光が
散乱体に当たる確率が高いため、散乱体が小さい試料よりも検出される蛍光量が少なくな
ると考えられる。励起レーザ光照射時間60-92 sでは、光増感反応の進行によるタラポルフ
ィンナトリウムの蛍光量減少の要因よりも、血液試料の散乱が小さくなることで検出され
る蛍光量増加の要因が上回ったためタラポルフィンナトリウムの蛍光量が増えた測定結果
となったと予想する。図8-5において励起レーザ光照射100 s以降では、蛍光量測定領域に
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おいて試料は既に散乱が小さいヘモグロビン溶液に変化しており散乱特性の変化はない。
このため、タラポルフィンナトリウムの蛍光量は単調減少していると考えられる。 
	 式 (8.3) および (8.4) の傾きより、タラポルフィンナトリウムの蛍光量の減少速度は 0-42 
s (α相) の方が 100-189 s (β相) よりも 1.8倍大きい。α相では産生した一重項酸素による
酸化対象物が赤血球とタラポルフィンナトリウムであるのに対し、β相では赤血球膜破裂
によりヘモグロビンが遊離することで酸化対象物が増える。β相の方が蛍光量の減少速度
が小さいのは、β相では一重項酸素の酸化作用が遊離ヘモグロビンに消費され、タラポルフ
ィンナトリウムが酸化作用を受ける確率が低くなったためと考えられる。これは 7.2.2節に
おける図 7-4において、メトヘモグロビン濃度増加速度は第 1相 (0-42 s)よりも第 2相 (照
射時間 100-189 s) が大きいことからも、一重項酸素の酸化作用がヘモグロビンに及んでい
ることが分かる。図 8-4において、酸素枯渇により反応進行が停止し蛍光量が変化しないと
考えられる 189 s以降においても、蛍光量が減少している。これは、大気中からの拡散酸素
によりわずかながら反応が進行している可能性を示唆する。 
 
8.4 アルブミン添加による赤血球混濁液の反応進行 
	 タラポルフィンナトリウムは血清タンパク質の一種であるアルブミンと高い結合親和性
をもち、アルブミン濃度が上昇すると遊離タラポルフィン濃度が減少し殺細胞効果が減弱
することが知られている [5]。これは光増感反応の最終産生物である一重項酸素の酸化作用
がアルブミンに消費されるためと考えられている。本 8.4部では、タラポルフィンナトリウ
ムを用いた光増感反応において赤血球膜およびヘモグロビンへの酸化作用に関係のあるア
ルブミンを加えた際の赤血球混濁液の酸化進行を調査する。 
 
8.4.1	 実験方法 
	 6.2.1 節の血液試料作製において、生理食塩水の代わりに溶媒としてアルブミン濃度 2.1 
mg/mLのDMEM+	 (5.3.1節参照)	 を用いてヘマトクリット0.625%の血液試料を作製した。
6.5.1 節に記載した方法と同じ手法および条件で励起レーザ光照射中の血液試料の各種ヘモ
グロビン濃度変化および酸素飽和度を算出した。 
 
8.4.2	 実験結果および考察 
	 図 8-7 にアルブミン濃度 2.1 mg/mL の血液試料の励起レーザ光照射中の各種ヘモグロビ
ン濃度および酸素飽和度の変化を示す。励起レーザ光照射 20 s までに急激な酸素化ヘモグ
ロビン濃度の減少および脱酸素化ヘモグロビン濃度の増加が起こり 20 s で酸素化ヘモグロ
ビンは消滅した。メトヘモグロビン濃度は計測精度以上の明らかな変化を示さなかった。酸
素化ヘモグロビンが消滅するまでの時間は、赤血球を添加していない 6.5部や 7.2部の血液
試料での時間よりも約 1/9倍であった。アルブミンの添加により一重項酸素の酸化対象物が
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赤血球のみの血液試料に比べて 108-109倍増加する。また、アルブミンはタラポルフィンナ
トリウムと高い結合親和性を示す [5]。このため、励起され一重項酸素状態になった酸素が
生体分子に酸化作用をおよぼす確率が、燐光を発して元の基底状態に戻る確率よりも極め
て大きくなり、これにより光増感反応による酸素の消費速度が増加したと予想する。アルブ
ミン添加により光増感反応による酸化作用のほとんどがタラポルフィンナトリウムと結合
しているアルブミンへの酸化に消費されるためメトヘモグロビン濃度の変化がなかったと
予想する。 
 
8.5 結言 
提案計測法の着想原理であるメトヘモグロビン濃度変化に着目し溶血進行を間接的に測
定する手法の妥当性を確認した。また、タラポルフィンナトリウムの蛍光量は励起レーザ光
照射開始から概ね減少していることより、励起レーザ光照射中において光増感反応は連続
的に進行していることが分かった。励起レーザ光照射開始後数十秒までにおいてメトヘモ
グロビン濃度変化が小さいのは、光増感反応による酸化作用が赤血球膜を対象としており、
遊離ヘモグロビンが発生していないためと考えられる。以上より、本提案計測法を用いるこ
とで光増感反応による赤血球破裂をメトヘモグロビン濃度に注目して明らかにする手法の
妥当性が示唆された。 
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図表 
 
 
図 8-1	 励起レーザ光照射時間における血液試料の上清吸光度より算出した溶血度 (N=4-5) 
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図 8-2	 提案計測法より取得したメトヘモグロビン濃度に対する試料の上清吸光度より算
出した溶血度の関係 (N=4-5) 
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図 8-3励起レーザ光照射中の血液試料の波長 670 nm帯の拡散蛍光スペクトルの一例 
測定結果のうち 50 s毎の結果を掲載した。 
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図 8-4	 励起レーザ光照射中の血液試料の波長 667.8-674.4 nmにおける分光器検出拡散蛍光
カウントの総和 (N=5) 
光照射開始時における値を基準とし規格化した。測定条件は、露光時間 19 ms、測定波長
間隔 0.75 nm、測定時間間隔 1 sである。各励起レーザ光照射時間における標準偏差は、
細い線で示す。 
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図 8-5	 各放射照射量の励起レーザ光照射後における血液試料の写真 
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図 8-6	 励起レーザ光照射中のタラポルフィンナトリウム溶液の波長 667.8-674.4 nmにおけ
る分光器検出拡散蛍光カウントの総和 (N=1) 
光照射開始時における値を基準とし規格化した。測定条件は、露光時間 19 ms、測定波長
間隔 0.75 nm、測定時間間隔 1 sである。各励起レーザ光照射時間における標準偏差は、
細い線で示す。 
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図 8-7	 励起レーザ光照射中におけるアルブミン濃度 2.1 mg/mLの血液試料の各種ヘモグ
ロビン濃度および酸素飽和度変化 (N=1) 
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第 9 章	 総括的討論：光増感反応を用いた治療における血管まわり
酸化障害検討 
 
 
9.1	 緒言 
	 著者は、薬剤投与後早期 (15-60 min, 2.3.4節参照) の健常組織に対する光増感反応の治療
応用において反応に必要な酸素および光感受性薬剤の運搬を担う血管と血液が励起レーザ
光照射により受ける影響に注目し、酸素供給不足に関わる血管内皮細胞と赤血球の障害を
明らかにするため、生体環境を想定した in vitro基礎実験を行った。第 9章では本研究で
用いた in vitro系の、科学的な新規性や、健常組織を対象とした薬剤投与後早期の光増感反
応を用いた治療における血管内皮細胞や赤血球の酸化障害に対して生体環境における障害
検討への拡張性に関して述べる。また、赤血球破裂およびヘモグロビン蛋白の酸化進行を、
反応速度を支配する溶液内の溶存酸素量に関する情報とともに取得可能な提案計測法の応
用に関して論じる。 
 
9.2	 薬剤投与後早期の健常組織血管内皮細胞に対する光増感反応による酸化障
害検討 
第 5章では、タラポルフィンナトリウム投与後早期における健常組織血管への光増感反応
による血管内皮細胞障害を、(i) in vitroにおける死細胞率計測と (ii) in vivoにおける標本観
察により実験的に調査するとともに、それぞれの対応を検討した。各実験方法の概要を以下
にまとめる。 
(i) 細胞外光増感反応が支配的な in vitro実験系において、生体環境において血管内皮細胞
が接している血液と間質液相当の 2種の体液のアルブミン濃度を用いて、0-40 J/cm2の
放射照射量による血管内皮細胞障害を死細胞率計測より調査した。 
(ii) 薬剤投与後早期においてイヌの頸静脈内皮細胞への放射照射量が 9、35 J/cm2となるよ
うに外膜側から光照射を行ったとき、急性期における血管内皮細胞障害を von 
Willebrand Factor 染色の標本観察を用いて血管内皮細胞と血小板の状態より調査した。 
これらの結果より、薬剤投与後早期の励起レーザ光照射による健常血管内皮細胞の障害性
を in vitroで検討する際には、本研究のように細胞外光増感反応による殺細胞効果が支配的
な in vitro系を用いて、生体における血管内皮細胞の内側と外側のアルブミン濃度での障害
性を調査することが有効であることがわかった。 
光線力学的治療における血管閉塞に関する検討は、一般に in vivo実験において血管径や血
流速に注目して調査されている [1-3]。しかし、本研究のように血流量低下および血管閉塞
の原因である血管内皮細胞障害の in vitroと in vivo研究の対応を検討している報告はない。
光増感反応による血流量低下および血管閉塞は、光感受性薬剤の種類や対象組織、薬剤投与
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からの経過時間 (以下、DLI: Drug Light Interval) などに大きく影響を受けることが知られて
いる [4]。本研究は DLI 30 min までにおける健常組織を対象とした主に細胞外光増感反応
による血管内皮細胞の障害性に着目しており、腫瘍血管を対象とした細胞内光増感反応に
よる障害性 [1-3]とは光感受性薬剤の分布場所や血管内皮細胞の成熟度、血流速の観点で大
きく異なる。健常組織におけるタラポルフィンナトリウムを用いた光増感反応による血流
量低下や血管閉塞性を in vivo で調査した研究はあるが、DLI に相当する光感受性薬剤接触
時間が 4 hrや 24 hrと長い、あるいは微小循環系を対象にしたものであって、本研究とは目
的が異なる [5, 6]。また、異なる光感受性薬剤MPPa (pyropheophorbide-a methyl ester) を用
いて本研究と同じヒト臍帯静脈血管内皮細胞 (HUVEC) に対する光増感反応による障害性
を in vitroで調査した研究では、薬剤接触時間 12 hにおける障害性調査である [7]。これら
の類似研究と本研究の条件や目的の違いを表 9-1にまとめた。血管径や血流量変化は、血管
内皮細胞が光増感反応による作用を受け障害が発生した結果生じる現象であるため、本研
究のように血管内皮細胞障害を明らかにすることで種々の血管における障害性の検討に拡
張できると考える。第 5章における細胞外光増感反応による血管内皮細胞障害 in vitro実験
法は、短い DLIにおける健常血管内皮細胞障害の in vivo実験との対応を示しており、本研
究で用いた実験検討法は細胞外光増感反応による種々の健常組織における血管障害の基礎
検討法として役立つと考えられる。 
 
9.3	 赤血球混濁液における反応進行の推定 
酸素電極法より測定したタラポルフィンナトリウムを含む赤血球混濁液試料 (血液試料
A) の酸素分圧は、光照射開始から単調に減少した (7.4.2節)。また、タラポルフィンナトリ
ウムの Q帯蛍光量 (波長 670 nm) は、励起レーザ光照射時間に伴い概ね減少した (8.3.2節)。
これらの結果より、第 6-8章における実験条件下では励起レーザ光照射開始から光増感反応
が経時的に進行していると解釈できる。一方、励起レーザ光照射中の各種ヘモグロビン濃度
変化は、各種ヘモグロビンとも 3 つの相に大別でき、そのタイミングもほぼ一致していた 
(7.2.2節)。第 1相は、光照射開始から約 80 sの間で各種ヘモグロビンとも濃度変化が少な
く、続く約 190 sまでの第 2相は、各種ヘモグロビン濃度変化が激しい。最後の第 3相では、
酸素化ヘモグロビンが消滅しその他のヘモグロビン種の濃度変化が無くなっていた。一方、
第 6-8章における実験条件では、タラポルフィンナトリウム溶液の接触による赤血球膜内へ
の薬剤取込はほぼ無いと考えられた (6.4.3.1 項)。以上より、第 1 相は光増感反応で溶液内
に物理的に溶存している酸素が消費され、赤血球膜に光増感反応による酸化作用が起きて
いるが膜破裂には未だ至らないため、遊離ヘモグロビンが生じていないと考えられる。この
ため、各種ヘモグロビン濃度変化が少ない。第 2相は、反応進行による酸素消費に伴い溶液
の酸素分圧が減少するため酸素化ヘモグロビンの結合解離による酸素供給が生じていると
考えられる。このため、酸素化ヘモグロビン濃度の減少、脱酸素化ヘモグロビン濃度の増加
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が急激に生じていた。また、赤血球膜への酸化作用がさらに進んだ結果、赤血球膜破裂が生
じ赤血球内から遊離したヘモグロビンが溶液中の光感受性薬剤によりさらに酸化作用を受
けていると考えられる。このため、酸化を受けたメトヘモグロビン濃度が急激に増加した。
第 3相は、ヘモグロビンと結合していた酸素が全て消費され、低酸素状況 (酸素枯渇) によ
り光増感反応の進行がほぼ停止していると考えられる。 
以上より提案計測法は、赤血球、タラポルフィンナトリウム、生理食塩水のみからなる単
純な溶液に対する励起レーザ光照射中の吸収スペクトルを測ることで、赤血球膜への酸化
破裂作用やそれに続く遊離ヘモグロビンへの酸化作用を、溶存酸素に関する情報や酸素化
ヘモグロビンの結合解離による酸素供給を連続的に知りながら赤血球混濁液内の光増感反
応進行を多角的に検討にすることが可能な手法であると考える。提案計測法により検討で
きる光増感反応進行に伴う赤血球混濁液の酸化および酸素動態を図 9-1にまとめる。 
 
9.4	 提案計測法の応用 
9.4.1	 溶血安全性評価 
第 2相において生じるメトヘモグロビン濃度増加は、光増感反応環境下で赤血球膜破裂よ
り遊離したヘモグロビンの酸化を反映していると考えられるため、メトヘモグロビン濃度
変化から間接的に赤血球膜破裂を把握できると予想していた (6.5部)。第 6-8章での実験条
件において、メトヘモグロビンと溶血度との間に線形関係が確認でき、破裂した赤血球内の
ほぼ全てのヘモグロビンが透過吸収スペクトル測定時間間隔の 1 s程度の時間内でメトヘモ
グロビンに変化していることが明らかとなった (8.2.2節)。このことより、提案計測法より
得られるメトヘモグロビン濃度変化から間接的に光増感反応中における溶血進行を経時的
に計測できると考えられる。提案計測法によるメトヘモグロビン濃度の計測精度は 4.8×10-
3 g/dLであることより、式 (8.1)を用いると溶血度測定精度は 2.4％と予想できる。表 4-5に
示す厚生労働省が定める溶血の判定表では精度要求は示されていないが、同基準から類推
すれば 2.4％の溶血測定精度は十分とは言えない。今後、吸収スペクトル測定光の安定化な
ど計測の精度の向上を計れば実用範囲に入れることも可能であろう。 
従来の光線力学的治療における溶血評価法は、酸素環境を考慮せず容器内の血液試料に対
して励起レーザ光照射を行った後に血球計数を計測する間欠的な実験が用いられていた。
腫瘍組織に対する光線力学的治療での溶血安全性は、この in vitro結果を基に腫瘍組織の少
ない血流量と小さな照射体積を用いて破裂赤血球数を推定し全身状態に影響を及ぼすよう
な重度な溶血は発生しないと見積もられている [8]。一方で、近年開発が行われている腫瘍
組織以外を対象とした治療では、30 min以下の短い DLIを用いるため DLIが 4-6 hrにおけ
る血中薬剤濃度よりも 35%高く、組織血流量は 10-100倍増えるため、作用を受ける赤血球
数が大幅に増すと考えられる [8, 9]。提案計測法では、酸素飽和度より光増感反応速度を支
配する溶液酸素分圧と光感受性薬剤蛍光量より光増感反応進行を併せて経時的に取得でき
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る。このため光増感反応と赤血球の酸化障害の相互作用をより正確に検討できると考えら
れる。さらに経時計測により照射時間に関するパラメータスタディを容易に行うことがで
きる。 
 
9.4.2	 光増感反応を用いた in vitro実験法における酸素環境向上  
	 図 9-1の第 2相に示すように、酸素化ヘモグロビンは周囲の酸素分圧の減少に伴い結合解
離を起こし、光増感反応進行のための酸素供給を行っている。すなわち赤血球を溶液に添加
することで溶存酸素量を化学的に増量することができる。実際にヘマトクリット値が 1.38
倍高いタラポルフィンナトリウムを含む赤血球混濁液試料 (血液試料 B) では、酸素化ヘモ
グロビン濃度が消失するタイミングがヘマトクリット値の比率に応じて延長することが確
認された (7.2.2 節) 。光増感反応の律速要因として酸素不足が懸念されている光増感反応
における in vitro実験において、溶存酸素量の増量は系の安定性や持続性を向上できる [10, 
11]。さらに、赤血球を含む溶液では提案計測法における酸素情報取得の原理と同じく、分
光法を用いてヘモグロビンの酸素飽和度から溶液内の酸素分圧を取得できる。すなわち反
応溶液へ赤血球を添加することで、溶存酸素量の増量のみならず光増感反応進行に伴う溶
存酸素量に関する情報を取得することができ、in vitro 実験結果を酸素供給が豊富な生体環
境に容易に拡張できる。 
 
9.4.3	 光感受性薬剤の性能評価 
提案計測法は励起レーザ光照射に伴う光増感反応進行による酸素消費、赤血球膜破裂およ
びヘモグロビン蛋白質への酸化作用、光感受性薬剤の蛍光退色などの多角的な情報を同時
かつ経時的に把握可能である (第 6-8章)。すなわち、光増感反応の反応構成要素であり光増
感反応進行に伴い変化する、酸素、光感受性薬剤の情報を併せて、その消費速度と共に捉え
られる。このことより、提案計測法は種々の光感受性薬剤の性能比較に活用できる。さらに、
赤血球は薬剤取込機構を持たない無核細胞だが有核細胞と同じく脂質二重層からなるため、
細胞膜外部にある光感受性剤による細胞外光増感反応が、細胞の脂質二重層におよぼす酸
化障害の基礎研究に利用できる。 
 
9.4.4	 提案計測法の応用における Limitation 
(i) 9.4.1 節：本研究は新たな計測法の原理検討を目的としており、現在の提案計測法での
溶血度測定精度 2.4％は実用的な溶血評価の精度には達していない。 
(ii) 9.4.2節：ある細胞種に対する in vitro光増感反応作用系において、反応溶液への赤血球
添加が殺細胞効果に及ぼす相互作用に関して著者は検討していない。赤血球を添加す
ることで酸化対象物が増えるため、これによる殺細胞効果の減弱が生じる。よって一重
項酸素の赤血球への酸化による消費割合をその都度検討する必要がある。 
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(iii) 9.4.3 節：提案計測法が応用できるのは親水性の光感受性薬剤のみと考えられる。親油
性の光感受性薬剤では、赤血球膜やヘモグロビンとの結合親和性が関与すると予想さ
れるためである。また、細胞膜障害は物理的な損傷を指し、イオンチャネル障害等は含
まない。 
 
9.5	 結言 
	 薬剤投与後早期の健常組織を対象とした光増感反応を用いた治療における血管内皮細胞
障害に対する本研究の新規性や、in vivoでの障害性をふまえた in vitro基礎実験法としての
有用性について論じた。光増感反応による赤血球およびヘモグロビンの酸化進行を溶存酸
素量に関する情報と合わせて経時測定可能な提案計測法より得た各種ヘモグロビン濃度変
化を用いて、赤血球混濁液内における光増感反応進行の状態を総括的に検討した。さらに、
酸化進行や反応進行に関して多角的な情報を同時かつ経時的に取得できる提案計測法の応
用に関して述べた。 
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図表 
 
表 9-1	 本研究と類似研究の比較 [5-7] 
  対象 
健常組織 
PS DLI 検討法 
本
研
究 
in vitro 
in vivo 
HUVEC 
頸静脈 
NPe6 15 min 
死細胞率 
標本観察 (内皮細胞) 
類
似 
in vivo [5] 皮下組織 NPe6 投与直後 血流モニタ 
in vivo [6] 
細静脈 
細動脈 
NPe6 4, 24 hr 血流モニタ 
in vitro [7] HUVEC MPPa 4 hr 死細胞率 
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第 10章	 結論 
 
 
本論文では、薬剤投与後早期 (15-60 min, 2.3.4 節参照) の健常組織に対する光増感反応を
用いた治療応用において、血管と血液が励起レーザ光照射により受ける影響に注目し、酸素
供給不足を招く血管内皮細胞と赤血球の酸化障害を明らかにするため、生体環境での障害
性を検討可能な in vitro基礎実験法の提案および提案法を用いた障害性の検討を行った。第
2章では、光増感反応の基礎的な原理を述べた。特に光感受性薬剤の分布に応じて細胞内光
増感反応と細胞外光増感反応に大別され、それぞれ殺細胞機序が異なることを説明した。ま
た、光増感反応による酸化作用を利用した種々の治療法に関してまとめた。第 3章では、血
管内皮細胞の生理学や血管内皮細胞の障害により誘発される血管閉塞の機序を説明した。
光増感反応を用いた治療において血管閉塞はその発生タイミングにより治療効果に対して
多様な側面を持つことに関して述べ、薬剤投与後早期の健常組織に対する治療開発におい
て血管内皮細胞障害の基礎検討を行う必要性を論じた。これらをふまえ、光感受性薬剤投与
後早期の健常組織に対する光増感反応を用いた治療において、治療効果に関わる血管内皮
細胞の酸化障害に関して in vivoでの障害性を推定可能な in vitro基礎実験法を提案した。第
4章では、脂質二重層である赤血球膜に内包されているヘモグロビンの酸素運搬能や光学特
性、赤血球膜破裂により生じる溶血副作用について説明した。溶血が光増感反応を用いた治
療に及ぼす影響や、現行の溶血度安全性評価法では光増感反応速度を支配する溶存酸素量
を考慮していないため溶血リスクを低く見積もっている可能性があることを述べた。これ
らをふまえ、光増感反応による溶血進行を反応効率に関わる溶存酸素情報と併せて測定可
能な光学的計測法を提案した。第 5章では、薬剤投与後早期の健常組織に対する光増感反応
を用いた治療における血管内皮細胞障害を、(i) in vitroにおける死細胞率計測と (ii) in vivo
における標本観察により実験的に調査するとともに、それぞれの対応を検討した。(i) 生体
環境において血管内皮細胞が接している血液と間質液相当の 2 種の体液のアルブミン濃度
を用いて、細胞外光増感反応が支配的な in vitro実験系により放射照射量 0-40 J/cm2におけ
る血管内皮細胞障害を死細胞率計測より調査した。(ii) 薬剤投与後早期において、イヌの頸
静脈内皮細胞へ放射照射量が 9、35 J/cm2となるよう外膜側から光照射をしたときの急性期
における血管内皮細胞障害を、von Willebrand Factor染色の標本観察を用いて血管内皮細胞
と血小板の状態より調査した。(i)、(ii) の実験結果より、薬剤投与後早期の励起レーザ光照
射による健常血管内皮細胞の障害性を in vitroで検討するには、本研究のように細胞外光増
感反応による殺細胞効果が支配的な in vitro系を用いて生体における血管内皮細胞の内側と
外側のアルブミン濃度での障害性を調査することが有効であることが分かった。第 6 章で
は、既存の分光光度計による間欠的な測定により、着想した提案計測法の原理に基づく光増
感反応に伴う酸化進行に対応するメトヘモグロビン濃度の増加と酸素消費に対応する酸素
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飽和度の減少を、吸収スペクトル測定と重回帰分析により取得できることを確認した。そこ
で、励起レーザ光照射を行うとともに血液試料の吸収スペクトルを同時かつ経時的に測定
可能な光学系を構築し、励起レーザ光照射中の血液試料の各種ヘモグロビン濃度および酸
素飽和度変化を同時かつ連続的に明らかにした。第 7章では、提案計測法で得られる情報の
うち溶液の溶存酸素濃度に関する情報の妥当性を検討するために、(i) 血液試料のヘマトク
リット値増加に伴う酸素化ヘモグロビン濃度変化、(ii) 提案計測法で測定した酸素飽和度か
ら求めた酸素分圧変化と酸素電極法より得た酸素分圧変化、を調査した。(i) 血液試料のヘ
マトクリット値を増加したところ、ヘモグロビンの酸素保持能や酸素解離曲線の特性に対
応した酸素化ヘモグロビン濃度変化を確認できた。この結果は、試料溶液への赤血球添加に
より溶液内の溶存酸素量を化学的に増やせることを示している。(ii) 試料の pHおよび温度
条件に合うヘモグロビン酸素解離曲線を求め、提案計測法より得た酸素飽和度を酸素分圧
に変換した。この酸素分圧変化と一般的な測定法である酸素電極法より得た励起レーザ光
照射中の酸素分圧変化を比較したところ、低酸素濃度（初期酸素分圧値の約 10％以下）に
おいて両測定法での測定結果は高い相関を示した。光増感反応を用いた in vitro実験におい
て一重項酸素産生の量子効率の低下は低酸素分圧 (光感受性薬剤ヘマトポルフィリンでは
初期酸素濃度値の約 5％以下) で生じることが報告されており、光増感反応効率は低酸素濃
度を把握することで考慮できることを意味する。提案計測法は低酸素分圧に関する情報を
取得可能であることから、光増感反応効率をふまえた反応計測法となる。第 8章では、提案
計測法で得られる情報のうち酸化進行に関して検討した。メトヘモグロビン濃度と溶血度
の関係は、破裂した赤血球内のほぼ全量のヘモグロビンが破裂後即座に酸化作用を受けメ
トヘモグロビンに変化していることを示した。すなわち、提案計測法の原理であるメトヘモ
グロビン濃度変化に着目することで溶血進行を間接的に測定可能であることが分かった。
さらに、提案計測法では一重項酸素産生量の間接的な測定法である蛍光量変化も併せて得
られることを確認した。第 9章では、薬剤投与後早期の健常組織を対象とした光増感反応を
用いた治療における血管内皮細胞障害に対する本研究の新規性や、in vivo での障害性をふ
まえた in vitro基礎実験法としての有用性について論じた。光増感反応による赤血球および
ヘモグロビンの酸化進行を溶存酸素量に関する情報と合わせて経時測定可能な提案計測法
より得た各種ヘモグロビン濃度変化を用いて、赤血球混濁液内における光増感反応進行の
状態を総括的に検討した。さらに、酸化進行や反応進行に関して多角的な情報を同時かつ経
時的に取得できる提案計測法の応用に関して述べた。 
以上要するに、本研究で用いた in vitro基礎実験法は、薬剤投与後早期の健常組織に対する
治療において、生体環境における血管内皮細胞および赤血球の光増感反応による酸化障害
を検討できる基礎実験法となり得ることが分かった。 
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付録 
 
 
A	 光照射および光計測に関する用語 
A.1	 用語説明 
	 本論文では、以下に定義する Irradiance および Radiant exposure を用いて光照射条件を表
記した。光生物学および光化学の分野における光照射および光計測に関する用語について、
国際照明委員会 (International Commission on Illumination; CIE) の推奨する定義を示す [1]。
これらの日本語表記は文献 [2, 3] を参考に、放射照度 (Irradiance)、放射照射量 (Radiant 
exposure)、と定義した。単位は SI 単位系ではなく慣用表現を用いた。本論文中において放
射照度および放射照射量は、放射ビーム断面における平均値を記載した。 
 
用語 定義 
放射照度 [W/cm2] ある面に対して単位面積あたり垂直に入射する、 
単位時間に伝播する光エネルギーの量 
放射照射量 [J/cm2] 放射照度の時間積分値 
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B	生体の光学特性の表示法 
吸収係数µ"の均一な吸収体に強度I0の単色平行光が入射したとき、入射点からみて進行方
向の深さzにおける光強度I (z) は、Lambert-Beerの法則より式 (B.1) で表される。 
𝐼	(𝑧)=𝐼)exp(−µ"𝑧)																																									(B.1) 
	不均一な散乱体である生体組織では、生体内の光は吸収に限らず散乱の影響も大きい。散
乱とは屈折率の異なる微小な物体で構成されているマクロな物体に対して光が伝搬すると
きにミクロな反射や屈折により光が散乱する光学現象のことである。光の散乱には、入射光
と散乱光で周波数が変化する非弾性散乱と、周波数が変化しない弾性散乱がある。非弾性散
乱にはラマン散乱など、弾性散乱にはレイリー散乱やミー散乱がある。散乱体の大きさと照
射光の波長によって散乱特性が異なる [4-8]。レイリー散乱は、散乱体を球体とみなしたと
きにその粒子径が入射光の波長よりも小さい場合に生じ、発生する前方散乱光と後方散乱
光の強度は同等である。一方ミー散乱は、散乱体の粒子径が入射光の波長と同等もしくはそ
れ以上の場合に起こり、前方散乱が支配的である。生体内部を対象とした光学計測には、生
体の吸収が比較的小さい波長0.7-1.5 µmが一般に用いられる。細胞の大きさは10-100 µm、
ミトコンドリアや核など細胞小器官の大きさは数100 nm-数µｍなので、生体組織内におけ
る散乱は主にミー散乱が生じる [8]。 
生体組織内における散乱は、散乱体の大きさや形状によって光子が散乱する角度に強度分
布が生じる。散乱の角度分布を表すのが異方性パラメータ𝑔であり、散乱角をθとすると位
相関数p(θ)の余弦平均から求められる。 
𝑔=<cos𝜃>=8 𝑝(:)cos𝜃2πsin𝜃	𝑑𝜃
π
@
																							(B.2) 
g=1のとき完全な前方散乱、g=0のとき等方散乱、g=-1のとき完全な後方散乱を示す。生体
組織では一般に g=0.80-0.99の強い前方散乱を示すことが知られている [6,  7]。一方、生体
は大きさの異なる種々の物体で構成されていることから生体内を伝搬する光は多重散乱が
生じ、ミクロに一過程を見ると前方散乱だがマクロに見ると等方散乱に似た状態が観測さ
れる [6]。等方散乱とみなせる場合、等価散乱係数µA’は式 (B.3) で定義される。生体組織の
散乱特性表示は等価散乱係数が用いられることが多い [4-8]。 
µA’=(1−𝑔)µA																																										(B.3) 
	生体組織内の光は、生体組織での吸収や多重散乱を受けることで減衰する。光の吸収と散
乱をふまえ両者に関する係数を加算したものが減衰係数µDである。拡散領域における組織
内の実効的な減衰係数µEFFは式 (B.4) で定義される。 
µEFF=G3µ"(µ"+µA′)																															(B.4) 
組織内を伝搬する光が組織内物質に吸収・散乱されて1/eの強度に減衰したときの光の伝搬
距離を光侵達長𝛿といい、式 (B.5) で定義される。 
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𝛿= 1µEFF																																					(B.5) 
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C	本研究結果を用いた生体環境における溶血発生リスクの見積もり 
		9.4.4節にて述べた通り本研究は新たな計測法の原理検討を主目的としているため生体
での溶血リスクを評価するには至らないが、生体環境を想定したときの溶血発生リスクを
簡単に見積る。ここで、光増感反応を用いた心筋組織に対する治療PD ABLATION® (2.3.4
節参照) に着目する。PD ABLATION®の治療条件として、障害領域の半径 𝑟=6.5	𝑚𝑚、励
起レーザ光照射時間𝑇=10	𝑚𝑖𝑛を仮定する。1つの赤血球が照射を受ける時間𝑡	[𝑠]は、照
射半径	𝑟	[𝑚𝑚]および心筋組織の血流速度𝑣XY	[mm/s]を用いると以下のように算出できる。 
𝑡=2𝑟𝑣XY																																																																			(C.1) 
ここで、報告されている心筋組織内の血流速は𝑣XY=60	𝑚𝑚/𝑠 [9] であることから、𝑡=
0.2	𝑠である。ここで、図6-23に示す提案計測法より得た励起レーザ光照射時間に伴うメト
ヘモグロビン濃度変化と図8-2に示すメトヘモグロビン濃度と溶血度の関係式 (8.1) を用
いると𝑡=0.2	𝑠における溶血発生度は0.08％と見積もられる。さらに、励起レーザ光時間
𝑇=10	𝑚𝑖𝑛の間に障害領域を通過する血液量𝑉_ _`ab^ は、心筋組織の組織血流量
𝐹	[𝑚𝐿/𝑔/𝑚𝑖𝑛]、心筋組織の密度ρ	[𝑔/𝑐𝑚g]を用いると以下のように算出できる。 
𝑉_ _`ab^ =𝐹×ρ×23π(𝑟×0.1)
g×𝑇																												(C.2) 
ここで、報告されている心筋組織の組織血流量は𝐹=1	[𝑚𝐿/𝑔/𝑚𝑖𝑛] [10] 、心筋組織の密
度ρとして1	𝑔/𝑐𝑚gを用いると、𝑉_ _`ab^ =5.7	𝑚𝐿と見積もられる。全身血液量は5 Lで
あることから [11]、全身血液量に対する障害領域を通過する血液量の割合は0.11％と見積
もられる。すなわち、全身血液量の約0.11％しか励起レーザ光照射を受けず、励起レーザ
光照射を受ける赤血球においても溶血が発生するのは0.08％程度にしか満たない。厚生労
働省が定めている溶血リスク判定表 (表4-5参照) より、軽度な溶血は2％以上である。こ
れらを踏まえると、現状のPD ABLATION®における溶血リスクは非常に低いと予想する。 
 
  
  付録 
 168 
参考文献 
 
[1] D. H. Sliney, “Radiometric quantities and units used in photobiology and photochemistry: 
Recommendations of the Commission International de I’Eclairage (International Commission on 
illumination),” Photochem. Photobiol., vol. 83, pp. 425-432, 2007. 
[2] S. E. Braslavsky, “Glossary of terms used in photochemistry 3rd Edition (IUPAC recommendations 
2006),” Pure Appl. Chem., vol. 79, pp. 293-465, 2007. 
[3] E. R. Cohen, T. Cvitas, J. G. Frey, B. Holmstrom, K. Kuchitsu, R. Marquardt, I. Mills, F. Pavese, 
M. Quack, J. Stohner, H. L. Strauss, M. Takami, and A. J. Thor, 物理化学で用いられる量・単
位・記号, 日本化学会監修, 産業技術総合研究所計量標準総合センター訳, 東京: 講談社
サイエンティフィク, 2007, pp. 41-47. 
[4] 小原實, 荒井恒憲, 緑川克美, レーザ応用工学, 東京: コロナ社, 1998, pp. 10-189. 
[5] W. F. Cheong, S. A. Prahl, and A. J. Welch, “A review of the optical properties of 
biological tissues,” IEEE J. Quantum Electron., vol. 26, pp. 2166-2185, 1990. 
[6] M. S. Patterson, B. C. Wilson, and D. R. Wyman, “The propagation of optical radiation 
in tissue I. Models of radiation transport and their application,” Lasers Med. Sci., vol. 
6, pp. 155-168, 1991. 
[7] M. S. Patterson, B. C. Wilson, and D. R. Wyman, “The propagation of optical radiation 
in tissue II. Optical properties of tissues and resulting fluence distributions,” Lasers 
Med. Sci., vol. 6, pp. 379-390, 1991. 
[8] 電気学会次世代バイオメディカル・レーザ応用技術調査専用委員会編, バイオメディカ
ルフォトニクス：生体医用工学の基礎と応用, 東京: 電気学会: オーム社, 2009, pp. 12-21. 
[9] J. Rychik and Z. Y. Tian, “Quantitative assessment of myocardial tissue velocities in normal 
children with Doppler tissue imaging,” Am. J. Cardiol., vol. 77, pp. 1254-1257, 1996. 
[10] P. Vaupel, F. Kallinowski, and P. Okunieff, “Blood flow, oxygen and nutrient supply, and 
metabolic microenvironment of human tumors: a review,” Cancer Res., vol. 49, pp. 6449-6465, 
1989. 
[11] K. T. Patton, and G. A. Thibodeau, カラーで学ぶ解剖生理学, 東京: エルスセビア・
ジャパン, 2017, pp. 326-329. 
 
著者論文目録 
 169 
著者論文目録 
 
 
1	 原著論文 
1.1	 本研究に関連する論文 
(1) R. Hamada, E. Ogawa, and T. Arai, “Phototoxicity of vascular endothelial cells caused by 
contact with talaporfin sodium for 15–120 min: in vitro and in vivo studies,” Photomed. Laser 
Surg., vol. 35, pp. 305-310, 2017. 
(2) R. Hamada, E. Ogawa, and T. Arai, “Oxygen-enriched photosensitizer medium with red blood 
cells to study tissue interaction of photosensitization reaction,” Photomed. Laser Surg., vol. 36, 
pp. 146-150, 2018.  
(3) R. Hamada, E. Ogawa, and T. Arai, “Continuous optical monitoring of red blood cells during a 
photosensitization reaction,” Photomed. Laser Surg., accepted 9 October 2018. 
 
1.2	 その他の論文 
なし 
 
1.3	 国際会議論文（査読付きの full-length papers） 
(1) R. Hamada, R. Matsuzaki, E. Ogawa, and T. Arai, “Patency of heart blood vessels under 
photosensitization reaction shortly after intravenous injection of talaporfin sodium in canine 
model,” Proc. SPIE, vol. 9706, pp. 97061H1-6, 2016. 
(2) R. Hamada, E. Ogawa, and T. Arai, “Photosensitization reaction induced hemolysis in a cuvette 
observed with hemoglobin absorption spectrum of various species,” Proc. SPIE, vol. 10062, pp. 
100620L1-5, 2017. 
(3) R. Hamada, E. Ogawa, and T. Arai, “Continuous optical measurement system of hemolysis 
during a photosensitization reaction using absorption spectrum,” Proc. SPIE, vol. 10492, pp. 
104920J1-5, 2018. 
(4) H. Takahashi, R. Hamada, E. Ogawa, and T. Arai, “Mechanism to preserve phrenic nerve 
function during photosensitization reaction: drug uptake and photosensitization reaction effect 
on electric propagation,” Proc. SPIE, vol. 10476, pp. 1047610-1-5, 2018. 
 
2	 学会 
2.1	 国際会議発表 
(1) R. Hamada, R. Matsuzaki, H. Takenoya, M. Kurotsu, E. Ogawa, and T. Arai, “Acute phase 
injury of vascular endothelial cells under extra-cellular talaporfin sodium existence: In vitro 
著者論文目録 
 170 
study,” 15th IPA World Congress (Rio de Janeiro, Brazil, 2015.5.25). 
(2) R. Hamada, R. Matsuzaki, E. Ogawa, and T. Arai, “Patency of heart blood vessels under 
photosensitization reaction shortly after intravenous injection of talaporfin sodium in canine 
model,” SPIE BiOS2016 (San Francisco, USA, 2016.2.17). 
(3) R. Hamada, E. Ogawa, and T. Arai, “Photosensitization reaction induced hemolysis in a cuvette 
observed with hemoglobin absorption spectrum of various species,” SPIE BiOS2017 (San 
Francisco, USA, 2016.1.31). 
(4) R. Hamada, E. Ogawa, T. Arai, “Hemolysis by Photosensitization Reaction: Time History 
Absorption Spectrum Measurement with Time,” 16th IPA World Congress (Coimbra, Portugal, 
2017.6.12). 
(5) R. Hamada, E. Ogawa, and T. Arai, “Continuous optical measurement system of hemolysis 
during a photosensitization reaction using absorption spectrum,” SPIE BiOS2018 (San Francisco, 
USA, 2018.1.30). 
(6) H. Takahashi, R. Hamada, E. Ogawa, and T. Arai, “Mechanism to preserve phrenic nerve 
function during photosensitization reaction: drug uptake and photosensitization reaction effect 
on electric propagation,” SPIE BiOS2018 (San Francisco, USA, 2018.1.29). 
 
2.2	 国内学会発表 
(1) 浜田梨沙, 松崎亮太, 片桐渉, 竹ノ谷洋海, 黒津真璃子, 小川恵美悠, 荒井恒憲, “Talaporfin 
sodiumの細胞外光増感反応による血管内皮細胞障害,” 第 54回日本生体医工学会大会 (名
古屋, 2015.5.9). 
(2) 片桐渉, 浜田梨沙, 竹ノ谷洋海, 黒津真璃子, 小川恵美悠, 荒井恒憲, “Talaporfin sodiumの細
胞外光増感反応による末梢神経障害:in vitroにおける検討,” 第 54回日本生体医工学会大
会 (名古屋, 2015.5.9). 
(3) 浜田梨沙, 松崎亮太, 小川恵美悠, 荒井恒憲, “talaporfin sodiumを用いた細胞外光増感反応
による急性・亜急性期の血管内皮細胞障害: in vitroでの検討,” 第 25回日本光線力学学会 
(東京, 2015.7.11). 
(4) 浜田梨沙, 小川恵美悠, 荒井恒憲, “細胞外光増感反応による溶血現象の光学的経時計測装
置：ex vivoにおける検討,” 第 55回日本生体医工学会大会 (富山, 2016.4.28). 
(5) 浜田梨沙, 小川恵美悠, 荒井恒憲, “赤血球周囲の talaporfin sodium濃度が高い状態での光
増感反応による溶血現象：in vitroでの光学的経時測定装置の開発,” 第 26回日本光線力学
学会 (横浜, 2016.6.25)． 
(6) 小川恵美悠, 大槻麗奈, 浜田梨沙, 土井万理香, 荒井恒憲, “タラポルフィンナトリウム静注
後の組織への薬剤移行連続測定と皮膚光線曝露による紅斑発生：動物モデルによる検
討,” 第 26回日本光線力学学会 (横浜, 2016.6.25). 
著者論文目録 
 171 
(7) 浜田梨沙, 小川恵美悠, 荒井恒憲, “細胞外光増感反応による溶血進行調査：in vitroにおけ
る検討,” 第 37回日本レーザ医学会 (旭川, 2016.10.22). 
(8) 浜田梨沙, 小川恵美悠, 荒井恒憲, “赤血球及び透過吸収スペクトル分光による酸素環境を
考慮した光増感反応 in vitro 実験法の提案,” 第 56 回日本生体医工学会大会 (仙台, 
2017.5.4). 
(9) 髙橋晴香, 浜田梨沙, 小川恵美悠,荒井恒憲,神経に対する光増感反応：ex vivoでの検討, 第
56回日本生体医工学会大会 (仙台, 2017.5.4). 
(10) 浜田梨沙, 小川恵美悠, 荒井恒憲, “talaporfin sodiumを用いた細胞外光増感反応による
赤血球の障害Ⅱ：溶血現象の光学的経時計測装置,” 第 27 回日本光線力学学会 (京都, 
2017.7.14). 
(11) 髙橋晴香, 浜田梨沙, 小川恵美悠, 荒井恒憲, “光増感反応を用いた不整脈治療における神
経障害性:ex vivoにおける検討,” 第 27回日本光線力学学会 (京都, 2017.7.14). 
(12) 浜田梨沙, 小川恵美悠, 荒井恒憲, “細胞外光増感反応による溶血進行調査：in vitroにおけ
る検討,第 38回日本レーザー医学会,” (横浜, 2017.11.11). 
(13) 髙橋晴香, 浜田梨沙, 小川恵美悠, 荒井恒憲, “PDTによる神経障害：横隔神経保存例を説
明する ex vivo実験,” 第 38回日本レーザー医学会 (横浜, 2017.11.11). 
(14) 添川泰大, 浜田梨沙, 小川恵美悠, 荒井恒憲, “心筋細胞の光増感反応障害：反応後の障害
機構,” レーザー学会学術講演会 第 38回年次大会, (京都, 2018.1.24). 
 
3	 特許 
なし 
  謝辞 
 
謝辞 
 
 
	 本研究は、著者が慶應義塾大学大学院	 理工学研究科基礎理工学専攻	 後期博士課程在
学中に、同大学理工学部荒井恒憲教授の指導のもとに行ったものである。 
	 本研究を行うにあたり、多くのご指導とご支援を賜りました荒井恒憲教授に心より感謝
申し上げます。医工連携・産学連携の一端に携わらせていただき、多くの知見と経験を得る
ことができました。これまでの5年間、いつも温かいご指導を頂き本当にありがとうござい
ました。 
	 本学位論文をまとめるにあたり、副査としてご指導いただきました田中敏幸先生、塚田
孝祐先生、寺川光洋先生、臼田実男先生に深く感謝申し上げます。 
	 慶應義塾大学医学部循環器内科の木村雄弘先生、高月誠二先生には、実験や医学的観点で
の研究討論に際して、多くのご指導とご支援を賜りました。感謝申し上げます。 
	 株式会社アライ・メッドフォトン研究所の皆様には、多くの学びの機会を提供いただきま
した。感謝申し上げます。 
	 同じ研究グループとして研究に関する討論を行い、多くの場面で支えてくださった、土井
万里香さん、巌真帆さん、宇野優子さん、添川泰大さん、高橋晴香さん、中澤春奈さん、ま
た既に社会でご活躍中の荒井研究室卒業生の小川恵美悠さん、高橋芽意さん、黒津真璃子さ
ん、矢島正大さん、森永謙二郎さん、片桐渉さん、大槻麗奈さん、野辺平歩さん、に感謝い
たします。これまで荒井研究室での研究生活をともに過ごした全ての先輩方、同期の方、後
輩に感謝しています。ありがとうございました。 
	 荒井恒憲教授秘書の鈴木れいさんには、常日頃から温かいご支援とご配慮をいただき、研
究生活を支えていただきました。心より感謝申し上げます。 
	 最後に、5年間の研究生活を送るにあたり、いつもそばで支えてくれた家族に心から感謝
しています。 
 
 
 
 
 
2018年 12月	 浜田梨沙 
